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Alfavirukset ovat positiivissäkeisiä RNA-viruksia, jotka kuuluvat Togaviridea –heimoon. 
Alfaviruksia levittävät Aedes –suvun hyttyset ja niitä esiintyy Etelämanteretta 
lukuunottamatta kaikilla mantereilla. Alfaviruksia on tähän mennessä löydetty 29 lajia ja ne 
voidaan jakaa uuden ja vanhan maailman viruksiin niiden maantieteellisen esiintyvyyden ja 
taudinaiheuttamiskyvyn mukaan.  
Chikunkunyavirus (CHIKV) on yksi vanhan maailman alfaviruksista, jota esiintyy muun 
muassa Afrikassa ja Aasiassa. Ilmaston lämmettyä se on leviämässä myös eteläiseen 
Eurooppaan. Ihmisessä se aiheuttaa muun muassa kuumetta, päänsärkyä, ihottumaa ja 
niveltulehdusta, joka voi kestää useita vuosia ja ne voivat olla hyvinkin kivuliaita. Pienillä 
lapsilla chikungunya on todettu aiheuttavan myös neurologisia oireita kuten aivotulehdusta.  
Alfaviruksen genomi koodaa neljää rakenneproteiinia ja neljää replikaatioproteiinia. 
Replikaatioproteiineista nsP3 sisältää makrodomeeniosan. Makrodomeeniproteiinit ovat 
eliökunnassa konservoituneita, mutta makrodomeeniproteiinien tarkkaa merkitystä ei vielä 
tunneta. Makrodomeenien on osoitettu sitovan ADP-riboosia ja sen johdannaisia ja 
alfaviruksen nsP3-proteiinin on osoitettu olevan tärkeä osa viruksen replikaatiossa.  
Tutkimuksen tavoitteena oli tutkia makrodomeeniproteiiniin sitoutuvien yhdisteiden käyttöä 
antiviraalisena yhdisteinä. Tietokonemallinnuksella valittiin antiviraalitutkimuksiin 45 
yhdistettä, joiden oletettiin sitoutuvan makrodomeeniproteiiniin. Kilpailevassa 
sitoutumiskokeessa viisi yhdistettä esti yli 50 % poly-ADP-riboosia (PAR) sitoutumasta 
MDO1-makrodomeeniproteiiniin, jolla tietokonemallinnus oli tehty. SFV-
makrodomeeniproteiinilla tehdyssä kokeessa vain yksi yhdiste esti yli 50 % poly-ADP-
riboosin sitoutumisen. SFV-antiviraalikokeessa seitsemällä yhdisteellä inhibitioprosentti oli 
yli 50 %. Näillä yhdisteillä ei kuitenkaan ollut merkittävää vaikutusta poly-ADP-riboosin 
sitoutumisen estossa. CHIKV-replikonikokeessa yli 50 % inhibitioprosentti oli viidellä 
yhdisteellä. Muiden mahdollisia vaikutusmekanismeja tutkittiin selvittämällä estävätkö 
yhdisteet virusta pääsemästä solun sisään. Tässä kokeessa tutkituista yhdisteistä lähes kaikilla 
oli vaikutusta viruksen soluun pääsyn estossa. Yleisesti ottaen kyky estää PAR:n 
sitoutuminen makrodomeeniproteiineihin ja antiviraaliset vaikutukset eivät korreloineet 
keskenään tutkittavilla yhdisteillä. Vaikka antiviraalista vaikutusta omaavat yhdisteet eivät 
osoittaneetkaan makrodomeeni-inhibiitiota, työssä löydettiin potentiaalisia antiviraalisia 
yhdisteitä joiden käyttö viruksen soluun pääsyn estäjinä antaa aihetta jatkotutkimuksille. 
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Tiivistelmä ReferatAbstract 
Alphaviruses are positive-stranded RNA-viruses and they belong to the family of 
Togaviridae. Alphaviruses are spread by mosquitoes of family Aedes. Alphaviruses have 
spread on all continents except Antarctica. So far 29 alphaviral species have been identified 
and they can be divided in two groups, Old and New world viruses, by their geographical 
distribution and by diseases they cause.  
Chikungunya virus (CHIKV) is one of the Old World alphaviruses and it has been found in 
Africa and Asia. However, due to the global warming, Chikungunya is also spreading to 
southern Europe. In humans, it causes fever, headache, rash and joint pain, which can last for 
several years and be very painful. In small children, Chikungunya can cause neurological 
symptoms such as encephalitis.  
Genome of alphaviruses encodes for four structural proteins and four non-structural proteins 
(nsP), of which nsP3 contains a macro domain. Macro domains are conserved in most 
kingdoms of life but their function has not been elucidated. It has been shown that macro 
domains bind ADP-ribose and its derivatives and it has been shown that nsP3-protein has an 
important role in alphavirus replication.  
The aim of the study was to study the use of compounds which bind to macro domain protein 
as antiviral agents. 45 compounds were chosen for antiviral studies by molecular modeling. 
These compounds were expected to bind to macro domain proteins. In a competitive binding 
assay five compounds inhibited more than 50 % poly-ADP-ribose (PAR) binding to MDO1-
macro domain protein, which was the protein on which the molecular modeling was 
performed. When the competitive binding assay was performed with SFV macro domain 
(nsP3), only one compound inhibited poly-ADP-ribose binding more than 50 %. In SFV-
antiviral assay seven compounds had inhibition percentage higher than 50 %. In a CHIKV 
replicon assay five compounds had more than 50 % inhibition on replicon expression. We 
also studied possible inhibition mechanism by studying whether the compounds inhibit the 
virus to enter the cell. Almost all compounds included in this assay inhibited the virus entry 
to some extent. In general, the inhibition of PAR binding and antiviral activity did not 
correlate among the studied compounds. Even though compounds which had antiviral 
potency did not inhibit PAR binding to macro domains, potential antiviral agents were found 
which deserve further investigation as virus entry inhibitors. 
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KÄYTETYT LYHENTEET 
ADP adenosiinidifosfaatti 
ADPRT adenosiinidifosfaatti-ribosyylitransferaasi 
ALC1  amplified in liver cancer 1 
AMP adenosiinimonofosfaatti 
Appr-1”-p adenosiinidifosfaatti-riboosi-1”-monofosfaatti 
ATP adenosiinitrifosfaatti 
BAL B-aggressive lymphoma 
BCA bisinkoiinihappo 
BHK baby hamster kidney 
BSA bovine serum albumin 
CHIKV Chikungunyavirus 
DC-SIGN  dendritic cell specific ICAM-3 grabbing non-integrin 
DLB-CL diffuse large B-cell lymphoma 
DMEM  Dulbecco’s modified eagle’s medium 
DMSO dimetyylisulfoksidi 
DNA deoksiribonukleiinihappo 
EGFP enhanced green fluorescent protein 
EEEV  Eastern equine encephalitis virus 
FBS fetal bovine serum 
GDAP2 ganglioside-induced differentiation-associated protein 2  
GTP Guanosiinitrifosfaatti 
kD kilodalton 
LRP16 leukemia-relapse-related protein 16  
MDO1 macro domain protein-1  
MDO2 macro domain protein-2  
MDO3 macro domain protein-3  
MEM minimum essential medium 
MOI multiplicity of infection 
Mtase metyylitransferaasi 
NAD
+
 nikotiiniamidi-dinukleotidi 
NSAID Non-steroidal anti-inflammatory drug 
nsP non-structural protein  
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NTPaasi Nukleosiditrifosfataasi 
OAADPR O-asetyyli-adenosiinidifosfaatti-riboosi 
PAR poly-adenosiinidifosfaatti-riboosi 
PARG poly-adenosiinidifosfaatti-riboosi-glukohydrolaasi 
PARP poly-adenosiinidifosfaatti-riboosipolymeraasi 
PBS phosphate-buffered saline 
PFU  plaque-forming unit 
Rluc Renilla luciferase 
RNA ribonukleiinihappo 
S/B signal/background 
S/N signal/noise 
SDS-PAGE Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis  
SFV Semliki forest virus 
SINV Sindbis virus 
UV ultraviolettisäteily 
VEEV Venezuelan equine encephalitis virus 
WEEV  Western equine encephalitis virus 
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1.  JOHDANTO 
 
Joka vuosi miljoonat ihmiset matkustavat ympäri maailmaa ja vierailevat trooppisissa 
maissa. Noin 8 % tarvitsee lääketieteellistä hoitoa matkan aikana tai sen jälkeen 
hoitaakseen matkalla saatuja sairauksia (Freedman ym. 2006). Trooppisissa maissa 
hyttyset levittävät monia virusperäisiä sairauksia kuten denguekuumetta ja 
chikungunyaa. 
 
Chikungunyavirus kuuluu alfaviruksiin, jotka ovat positiivissäikeisiä RNA-viruksia, ja 
se tunnistettin 1950-luvulla dengue-epidemian aikana (Robinson 1955). Chikungunya 
nimi on peräisin makonde-kielestä, jossa se tarkoittaa ”se joka koukistaa” (Schwarz ja 
Albert 2010). Tämä viittaa sairastuneen potilaan vääristyneeseen asentoon, joka johtuu 
chikungunyan aiheuttamista kovista nivelkivuista. Nivelkivut voivat kestää jopa vuosia. 
Infektion alkuvaiheessa chikungunya aiheuttaa muun muassa kuumetta, ihottumaa ja 
päänsärkyä (Robinson 1955, Rezza 2007).  
 
2000-luvulla Chikungunya epidemioita on raportoitu muun muassa Kongossa, 
Indonesiassa, Intian valtameren saarilla ja Intiassa (Muyembe-Tamfumym 2003; WHO 
2007). Näiden epidemioiden aikana miljoonia ihmisiä sairastui. Chikungunyaviruksen 
hoitoon ei ole lääkkeitä, ainoastaan oireita voidaan lievittää NSAID-lääkkeillä ja 
ihovalmisteilla. Myöskään rokotetta ei ole onnistuttu kehittämään.   
 
Chikungunyavirus, kuten myös muut alfavirukset, tuottavat neljää rakenneproteiinia ja 
neljää replikaatioproteiinia (Strauss ja Strauss 1994). Replikaatioproteiiniesta nsP3 
sisältää makrodomeeniosan ja proteiinilla on myös tärkeä rooli viruksen replikaatiossa. 
Makrodomeeniproteiineja on löydetty bakteereista, joistakin viruksista sekä monista 
muista organismeista, mutta niiden tarkkaa merkitystä ei tiedetä. Makrodomeenien on 
osoitettu sitovan ADP-riboosia ja sen johdannaisia, joilla on oma roolinsa solujen 
elinkierrossa. Makrodomeeni-inhibittoorit voisivat olla yksi lääkekehityksen suunta 
kehitettäessä lääkkeitä alfaviruksien aiheittamien tautien hoitoon.    
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2. ALFAVIRUKSET 
 
Alfavirukset ovat pieniä vaipallisia positiivissäikeisiä RNA-viruksia (Jose ym. 2009). 
Ne kuuluvat Togaviridae heimoon. Alfavirusten lisäksi Togaviridae heimoon kuuluu 
rubella virus, joka yksinään muodostaa rubivirus suvun. Rubella virus aiheuttaa 
ihmisessä vihurirokkoa (Banatvala ja Braun 2004). Alfavirukset ovat laajalle levinneitä. 
Niitä esiintyy Etelämanteretta lukuunottamassa kaikilla mantereilla. 
 
Alfaviruksia on löydetty jo 29 lajia, jotka jaetaan seitsemään alaryhmään (taulukko 1) 
(Powes ym. 2001).  Laajasti ajateltuna alfavirukset voidaan jakaa vanhan ja uuden 
maailman viruksiin Jako perustuu muun muassa niiden eroihin maantieteellisessä 
esiintyvyydessä ja vaikutuksissa isäntään. Uuden maailman viruksista ihmiselle 
patogeenisiä ovat VEEV (Venezuelan equine encephalitis virus), EEEV (eastern equine 
encephalitis virus) ja WEEV (western equine encephalitis virus). Vanhan maailman 
viruksia ovat muun muassa Ross River virus, Sindbis virus, Chikungunyavirus 
(CHIKV) ja Semliki Forest virus (SFV). Vanhan maailman virukset voivat aiheuttaa 
kuumetta, ihottumaa ja niveltulehduksia (Jose ym. 2009). Uuden maailman virukset 
aiheuttavat taas enkefaliittia eli aivotulehdusta. 
 
Alfavirukset lisääntyvät sekä niveljalkaisissa että selkärankaisissa. Niveljalkaisissa, 
virus aiheuttaa jatkuvan, elinikäisen infektion, mutta selkärankaisissa infektio on 
lyhytkestoinen, akuutti infektio (Strauss ja Strauss 1994). Tämä on nähtävissä myös 
soluviljelmissä, missä alfavirus aiheuttaa jatkuvan infektion hyttyssoluissa, mutta 
aiheuttaa sytotoksisen infektion selkärankaisten soluissa.  
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Taulukko 1. Alfavirukset (Calisher ja Karabatsos 1988, Jose ym. 2009) 
RYHMÄT JA LAJIT ALKUPERÄ LEVINNEISYYS 
Barmah Forerst virus (BFV) Australia, 1974 Autralia 
Eastern equine encephalitis virus (EEEV)   Pohjois- ja Etelä-Amerikka 
Middelburg virus (MIDV) Etelä-Afrikka Afrikka 
Ndumu virus (NDUV) Etelä-Afrikka, 1959 Afrikka 
Semliki Forest virus (SFV)    
Bebaru virus (BEBV) Malesia Malesia 
Chikungunya virus (CHIKV) Tanganyika, 1953 Afrikka, Aasia 
Getah virus (GETV) Malesia, 1955 Aasia, Oseania 
Mayaro virus (MAYV) Trinidad, 1954 Etelä-Amerikka, Trinidad 
O'nyong-nyong virus (ONNV) Uganda, 1959 Afrikka 
Ross River virus (RRV) Australia, 1959 Oseania, Australia 
Sagiyama (SAGV) Japani 1956 Aasia, Afrikka 
SFV Vietnam, 1971 Afrikka,  
Una virus (UNAV) Kolumbia, 1964 Etelä-Amerikka, Panama 
Venezuelan equine encephalitis virus 
(VEEV) 
   
VEEV (IAB) Trinidad, 1943 Pohjois-, Keski- ja Etelä-
Amerikka 
Everglades virus (EVEV) Florida 1963 Florida 
Mucambo virus (MUCV)   Brasilia, 1954 Etelä-Amerikka, Trinidad 
Pixuna virus (PIXV) Brasilia, 1961 Etelä-Amerikka 
Cabassou virus (CABV) Ranskan Guyana, 
1968 
Ranskan Guyana 
Ag80-663 virus (AG80V) Argentiina, 1980 Argentiina 
Western equine encephalitis virus (WEE)    
Aura virus (AURAV) Brasilia, 1959 Etelä-Amerikka 
Sindbis virus (SINV) Egypti, 1959 Afrikka, Euraasia, Australia 
Whataroa virus (WHAV) Uusi Seelanti, 1962 uusi Seelanti 
Fort Morgan virus (FMV) Colorado, 1973 Läntinen Pohjois-Amerikka 
Highland J virus (HJV) Florida, 1953 Itäinen Pohjois-Amerikka 
WEEV (BFS1703) California, 1953 Etelä- ja Pohjois-Amerikka 
Luokittelemattomat    
Trocara virus (TROCV) Brasilia, 1984 Etelä-Amerikka 
Sleeping desease virus (SDV) Ranska, 2000 Eurooppa 
Salmon pancreas disease virus (SPDV) Iso-Britannia Eurooppa, Pohjois-Amerikka 
Southern elephant seal alphavirus (SESV) Australia Autralia 
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2.1 Alfaviruksen rakenne 
 
Alfavirukset ovat karkeasti pyöreän muotoisia, ja niissä on kolme pääasiallista 
alarakennetta (Harrison 1986). Ulommaisin rakenne on glykoproteiineista ja 
kaksoislipidikerroksesta muodostunut vaippa. Kaksoislipidikerros on peräisin 
isäntäsolun solukalvosta, johon on uppoutunut 240 glykoproteiinikopiota muodostaen 
ikosahedraalisen pintaverkkorakenteen, niinkutsutun T=4 verkon (kuva 1) (Laine ym. 
1972; von Bonsdorf ja Harrison 1975). 
 
Kaksoislipidikerroksen ja glykoproteiinien muodostaman vaipan sisällä on viruksen 
RNA:n sisältävä nukleokapsidi (Harrison 1986). Alfaviruksen RNA-genomi muodostuu 
noin 11 500 emäksestä, joka on koteloitu kapsidiproteiinien avulla. Kapsidiproteiinit 
muodostavat yhdessä RNA-genomin kanssa ikosahedraalin muotoisen nukleokapsidin, 
joka myötäilee viruksen vaipan muotoa (Roussel ym 2006). 
 
 
Kuva 1. Alfaviruksen rakenne. (1) Alfavirus vaipan ulkopuolelta katsottuna. (2) 
Alfaviruksen poikkileikkaus, jossa näkyvät viruksen rakenneosat: glykoproteiinit 
(sininen), kaksoislipidikerros (vihreä), nukleokapsidi (keltainen) ja RNA-alue 
(punainen) (muokattu lähteestä Jose ym. 2009).  
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2.2 Alfavirusten elämänkierto 
 
Päästäkseen isäntäsoluun, alfaviruksen on ensin tartuttava isäntäsoluun. Tarttuminen 
tapahtuu viruksen E1 ja E2 glykoproteiinien avulla, joista E2 glykoproteiini vastaa 
pääasiassa reseptorien interaktioista (Jose 2009). Koska virukset kykenevät 
infektoimaan monia selkärankaisia ja selkärangattomia eläimiä, viruksella on oltava 
mekanismi, jolla helpottaa sisäänmenoa erilaisiin isäntäsoluihin. Erään teorian mukaan 
virus hyödyntäisi reseptoreja, joita esiintyy monilla isäntäsoluilla (Wang ym. 1992). 
Tälläinen reseptori on esimerkiksi eukaryoottinen laminiini reseptori, jota on löydetty 
sekä hyttysen että muiden hyönteisten soluista. Sindbisviruksen on osoitettu käyttävän 
C-tyypin lektiinejä, kuten DC-SIGN (Dendritic cell spesific ICAM-3 grabbing non-
integrin), kiinnittymisreseptorina (Klimstra ym. 2003). DC-SIGN ekspressoituu muun 
muassa makrofageissa, joita on paljon ihokudoksessa. Toisen teorian mukaan virus 
kykenisi reagoimaan monien eri reseptorien kanssa (Ludwig ym. 1996).  On osoitettu, 
että pienikin, jopa yhden aminohapon, muutos viruksen E2 tai E1 glykoproteiinin 
aminohappo järjestyksessä voi vaikuttaa viruksen kykyyn tunkeutua isäntäsoluun 
(Tucker ja Griffin 1991). 
 
Viruksen kiinnityessä isäntäsolun reseptoriin, solu endosytoi viruksen sisäänsä (kuva 2) 
(Helenius ym. 1980). Viruksen ollessa endosomissa, endosomin pH hieman laskee. 
Tämä pH:n lasku saa aikaan viruksen glykoproteiinien muutoksen, jolloin viruksen 
vaippa ja solukalvo sulautuvat E1 glykoproteiinivälitteisesti (Ahn ym. 1999). Kalvojen 
sulautumisen seurauksena viruksen nukleokapsidi vapautuu solulimaan (Gibbons ym 
2000). Solulimassa nukleokapsidi purkautuu reagoidessaan 60S ribosomaalisen 
alayksikön kanssa ja viruksen RNA vapautuu (Ulmanen ym. 1976). RNA on nyt 
vapaana ribosomeja varten ja se on valmis translaatioon.  
 
Viruksen RNA:sta transloituvat ensin replikaatioproteiinit (Jose 2009). Osa viruksen 
RNA:sta transloituu suureksi polyproteiiniksi, P1234-proteiiniksi (kuva 2). Tämä 
polyproteiini pilkkoutuu katalyyttisesti P123-proteiiniksi ja nsP4-proteiiniksi (non-
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structural protein 4). Positiivinen RNA-juoste on pohjana miinusjuosteiselle RNA:lle. 
Miinusjuosteinen RNA muodostuu vain infektion alkuvaiheessa ja se on mallina uuden 
positiivissäikeisen RNA:n ja subgenomisen lähetti-RNA:n muodostumiselle (Gomez de 
Cedron ym. 1999). Lähetti-RNA:sta muodostuvat viruksen rakenneproteiinit. P123-
proteiini jakautuu vielä nsP1-, nsP2- ja nsP3-proteiineiksi. Viruksen tuottamista 
replikaatioproteiineista kerrotaan tarkemmin luvussa 2.3.  
 
 
Kuva 2. Alfaviruksen elämänkierto (muokattu lähteestä Jose ym. 2009). 
 
 
 
10 
 
 
Alfaviruksen rakenneproteiinit translatoituvat lähettäjä-RNA:sta, joka koodaa 
polyproteiinin esiastetta, CP-pE2-6K-E1 –proteiinia. Tämä polyproteiini jakautuu 
neljäksi polypeptidiksi. (Roussel ym. 2006).  CP-osa koodaa kapsidiproteiinia, jota 
tarvitaan 240 kopiota muodostamaan ikosahedraalin muotoisen nukelokapsidin, joka 
koteloi viruksen genomin. Nukelokapsidi transloituu ensimmäisenä ja vapautuu 
polyproteiinista autoproteolyyttisesti, jolloin pE2 glykoproteiini kiinnittyy 
solulimakalvostoon (Strauss ja Strauss 1994).  PE2-osa on E2 ja E3 glykoproteiinien 
esiaste. E1 ja pE2 glykoproteiinit muokataan solulimakalvostolla. Niihin liitetään 
hiilihydraatteja, joita tarvitaan liukoisuuden parantamiseen ja estämään agregaatiota 
(Sefton 1977, Jose 2009). 6K-osaa tarvitaan viruksen kokoamisen myöhäisessä 
vaiheessa, todennäköisesti viruksen vapautumisen aikana (Liljeström ym. 1991).  
 
Alfaviruksen elämänkierron viimeinen vaihe on viruksen vapautuminen solukalvolta. 
Tähän prosessiin tarvitaan nukleokapsidin ja glykoproteiinien yhteistyötä (Strauss ym. 
1995). Glykoproteiinit siirtyvät golgin laitteen kautta solukalvolle, jossa ne reagoivat 
nukleokapsidin kanssa, muodostavat ikosahedraalin muotoisen vaipan ja virus vapautuu 
solukalvota solun ulkopuolelle.  
 
2.3 Alfaviruksen replikaatioproteiinit  
 
NsP1-replikaatioproteiini (non-structural protein 1) kiinnittää viruksen solun kalvoihin, 
joka on välttämätöntä viruksen replikaatiolle (Spuul ym. 2006).  Nsp1-proteiinia 
tarvitaan myös miinusjuosteisen RNA:n synteesin aloituksessa (Strauss ja Strauss 
1994). On osoitettu, että nsP1 on metyylitrasferaasi, joka siirtää metyyliryhmän S-
adenosyyli-metioniinilta GTP:lle (Laakkonen ym. 1994). NsP1 muodostaa myös 
kovelenttisen kompleksin 7-metyyli-GMP:n kanssa guanyylitranferaasin kaltaisessa 
reaktiossa (Ahola ja Kääriäinen 1995). Näiden tehtäviensä perusteella nsP1 vastaisi cap-
rakenteen liittämisestä lähetti-RNA:han. 
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NsP2-proteiinilla on monia tunnettuja entsymaattisia aktiivisuuksia. Proteiinin N-
terminaalipää sisältää RNA helikaasin, jota tarvitaan nukleiinihappojen 
kaksoisrakenteen avaamiseen RNA:n replikaation ja transkription aikana (Gomez de 
Cedron ym. 1999; Bird ym. 1998). N-terminaalipää sisältää myös 
nukleosdiditrifosfataasi (NTPaasi) ja trifosfataasi aktiivisuudet, joita tarvitaan viruksen 
replikaatiossa ja cap-rakenteen liittämisessä lähetti-RNA:han (Rikkonen ym. 1994, 
Rikkonen 1996; Vasiljeva ym. 2000). NsP2-proteiinia tarvitaan 26S RNA:n synteesissä 
(Suopanki ym. 1998). Proteiinin C-terminaaliosa sisältää papaiinin kaltaisen proteaasin, 
joka vastaa replikaatiopolyproteiinin jakautumisesta (Takkinen ym. 1991). Proteiininin 
C-terminaaliosassa on myös entsymaattisesti toimimaton metyylitransferaasi domeeni 
(MTase) (Mayuri ym. 2008). Inaktiivisen MTase:n oletetaan säätelevän 
miinusjuosteisen RNA:n synteesiä. Todennäköisesti se on mukana myös sytopaattisen 
vaikutuksen kehittymisessä.  
 
NsP3-proteiinista tiedetään vielä vähän. Tutkimuksien mukaan proteiinia tarvitaan 
miinusjuosteisen ja subgenomisen RNA:n synteesiin (LaStarza ym. 1994; De ym. 
2003). Subgenomisen RNA:n synteesissä se toimii sekä itsenäisenä proteiinina, että 
P123-polyproteiinin osana. NsP3-proteiini reagoi solun proteiinien kanssa, joiden 
uskotaan vaikuttavan viruksen replikaatiokompleksin muodostumiseen (Cristea ym. 
2006). NsP3-proteiinin on osoitettu sitoutuvan RNA:han ja sillä on ADP-riboosi 
1´´fosfataasi aktiivisuutta (Malet ym. 2009). Näiden merkitystä käsitellään tarkemmin 
luvussa 3.2.2.  
 
NsP4-proteiinin on osoitettu olevan viruksen RNA polymeraasi (Gamer ja Argos 1984). 
Proteiini sisältää rakenteen, joka on tyypillinen virusten RNA polymeraasille. 
Infektoituneessa solussa nsP4-proteiinin määrää säädellään tarkemmin kuin muiden 
nsP-proteiinien kahdella tavalla (Strauss ja Strauss 1994). Joillakin alfaviruksilla on 
lopetuskodoni nsp3-proteiinin ja nsP4-proteiinin välissä, jolloin nsP4-proteiinia tuottuu 
vähemmän (Li ja Rice 1989).  NsP4-proteiinin N-terminaalipäässä on tyrosiini, joka 
tekee nsP4-proteiinista epästabiilimman muihin replikaatioproteiineihin nähden, jolloin 
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se hajoaa muita replikaatioproteiineja nopeammin (Groot ym. 1991). Syytä nsP4-
proteiinin tuotannon säätelyyn ei ole kuitenkaan vielä selvitetty.  
 
2.4 Chikungunyavirus 
 
Ensimmäisen kerran Chikungunyavirus (CHIKV) tunnistettiin sairastuneesta potilaasta 
vuonna 1953 Itä-Afrikassa dengue epidemian aikana (Robinson 1955). Tähän mennessä 
Chikungunya virusta on löydetty 40 eri maasta (Powers ym. 2007), joista suurin osa 
Afrikasta ja Aasiasta (kuva 3). 
 
 
 
Kuva 3. Chikungunyaviruksen esiintyvyys (muokattu lähteestä Schwarz ja Albert 
2010). 
 
Chikungunya virus leviää hyttysten välityksellä. Tyypillinen Chikungunya virusta 
kantava hyttyslaji on Aedes aegypti, mutta Chikungunya voivat levittää myös muut 
Aedes-suvun hyttyset. Näiden hyttysten elinalue on Afrikan ja Aasian alueille, mutta 
ilmaston lämmettyä hyttyset ovat päässeet leviämään myös pohjoisemmaksi. Vuonna 
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2007 Italiassa tavattiin Chinkungunya-tartunta muutamalla sadalla potilaalla (Rezza ym. 
2007).  
 
2.5 Chikungunyan merkitys taudinaiheuttajana 
 
Kiinnostus Chikungunyaviruksen aiheuttamiin epidemioihin on lisääntynyt sen 
aiheutettua laajan epidemian Ranskalle kuuluvalla La Réunionin alueella Intian 
valtamerellä vuonna 2005 (Renault ym. 2007). Chikungunyaan sairastui tuolloin noin 
244 000 ihmistä, yli kolmasosa saaren väestöstä. Virus levisi nopeasti myös muille 
Intian valtameren saarille ja Intiaan, jossa arviotiin 1,42 miljoonan ihmisen saaneen 
tartunnan (WHO 2007). Aiemmin, vuosien 1999-2000 aikana Gongossa raportoitiin 
chikungunyaa noin 50 000 potilaalla (Muyembe-Tamfumym 2003).  
 
Tyypillisiä Chikungunya infektion aiheuttamia oireita ovat kuume, vilunväristykset, 
päänsärky, valonarkuus ja ihottuma (Robinson 1955, Rezza ym. 2007). Oireet kestävät 
yleensä muutamasta päivästä muutamaan viikkoon. Vakavampana oireena Chikungunya 
voi aiheuttaa niveltulehduksia, jotka voivat kestää useita vuosia ja olla erittäin kivuliaita 
(Simon ym. 2007). Niveltulehduksen oireet muistuttavat reumaattista niveltulehdusta, 
jota esiintyy varsinkin sormissa, varpaissa, ranteissa ja nilkoissa.  
 
Chikungunyan on raportoitu aiheuttavan myös neurologisia oireita etenkin lapsilla (Das 
ym. 2010). La Réunionin epidemian aikana infektion saaneista raskaana olevista 
naisista virus siirtyi äidistä sikiöön lähes puolessa tapauksista (Geradin ym. 2008). 
Infektion saaneista vastasyntyneistä yli puolella havaittiin keskushermosto-oireita kuten 
kohtauksia, enkefalopatiaa, aivojen turvotusta ja aivotulehdusta. Keskushermosto oireet 
saattoivat aiheuttaa pysyviä vammoja tai johtaa kuolemaan.   
 
Chikungunyan hoitoon ei ole vielä kehitetty lääkitystä. Malarian hoitoon käytettävää 
klorokiinia on tutkittu kiinisesti Chikungunyan hoidossa, mutta eroa plaseboryhmään ei 
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havaittu (de Lamballerie ym. 2009). Klorokiinia saaneet potilaat valittivat jopa 
useammin nivelkivuista kuin plaseboa saaneet. Chikungunyan aiheuttamia oireita 
voidaan ainoastaan lievittää NSAID-lääkkeillä ja iholle levitettävillä valmisteilla. 
 
Chikungunyaa vastaan on yritetty kehittää myös rokotetta vaihtelevin tuloksin (Harrison 
ym. 1971, Edelman ym. 2000). Rokotteet ovat sisältäneet joko inaktivoituja viruksia tai 
heikennettyjä viruksia, jotka ovat sisältäneet kaikki rakenne- ja replikaatioproteiinit. 
Chikungunya rokotteen TSI-GSD-218 turvallisuutta ja immunogeenisyyttä on tutkittu 
faasi II kokeissa ihmisillä 50 vapaaehtoisella (Edelman ym. 2000). Rokote oli hyvin 
siedetty, mutta viisi rokotteen saanutta kärsi ohimenevistä nivelkivuista.  
 
2.6 Semliki forest virus 
 
Semliki forest virusta (SFV) on käytetty malliviruksena tutkimuksissa, jossa on 
selvitetty RNA virusten biologiaa (Atkins ym. 1999). SFV-virus eristettiin ensimmäisen 
kerran vuonna 1944 hyttysestä Ugandassa, missä tutkittiin keltakuumeen 
epidemiologiaa (Smithburn ja Haddow 1944).  Tämän jälkeen on eristetty useita SFV- 
kantoja Afrikassa ja Etelä-Amerikassa (Bradish ym. 1971). Kuten CHIKV-virus, myös 
SFV-virus on ihmiselle patogeeninen, mutta se on vaarattomampi kuin monet muut 
alfavirukset. SFV-virus on geneettisesti lähellä CHIKV-virusta, joten sitä käytetäänkin 
usein antiviraalisuustutkimuksissa CHIKV-viruksen sijaan. SFV-viruksen 
replikaatioproteiineja koodaava sekvenssi on 70 % ja rakenneproteiineja koodaava 
sekvenssi 62 % samanlainen kuin CHIKV-viruksella (Khan ym. 2002).    
 
 
 
 
15 
 
 
3. MAKRODOMEENIPROTEIINIT 
 
3.1 Histoniproteiinit 
 
Nukleosomit muodostuvat 145-147 emäsparista DNA:ta, joka on kietoutunut kahdeksan 
histonioproteiinin ympärille (kuva 4) (Luger ym. 1997). Histoniproteiineja on neljä 
erilaista H2A, H2B, H3 ja H4, joista yhdessä neukleosomissa on jokaista kaksi. 
Nukleosomin tarkoitus on pakata DNA ja sillä on myös vaikutusta DNA:n 
käytettävyyteen. Histoneiden N- ja C-terminaalipäät ovat monien biologisten 
reaktioiden kohteena. Näitä reaktioita ovat muun muassa asetylaatio, metylaatio, ADP-
ribosylaatio ja fosforylaatio. Nämä reaktiot ovat keskeisesti mukana myös 
geeniekspressiossa (Gamble ja Freedman 2002).  
 
Kuva 4. DNAn pakkautuminen histoniproteiinien avulla kromosomiksi. (muokattu 
lähteestä Purves ym. 2001)  
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3.2 Makrodomeenit 
 
Histoniproteiinien lisäksi on tunnistettu useita histonivariantteja, joiden keskusdomeeni 
on samanlainen kuin histoniproteiinin, mutta niiden N- ja C-terminaalit vaihtelevat 
(Allen ym 2003). Makrodomeeni nimitys viittaa ensimmäiseen tunnistettuun 
histonivarianttiin, macroH2A:n. Makrodomeeni macroH2A on myös suurin löydetty 
histonivariantti. Sen N-terminaali alue on hyvin samanlainen kuin histoni H2A:n, mutta 
C-terminaali alue on noin kaksi kolmasosaa koko proteiinista. Makrodomeeni H2A:ta 
on löydetty vain selkärankaisista ja merisiilistä. Makrodomeeni on kuitenkin vanha 
rakenne, jota koodaavat monet bakteerit, arkkibakteerit ja monet muut organismit 
(Anantharamn ym. 2002).   
 
3.2.1 Humaanimakrodomeenit 
 
Ihmisen genomista on löydetty yhdeksän geeniä, jotka koodaavat 
makrodomeeniproteiineja (Neuvonen ja Ahola 2009). MacroH2A histoneita koodaa 
kaksi geeniä (Allen ym. 2003). Geeni MAKROH2A1 koodaa 
makrodomeenialatyyppejä macroH2A1.1 ja macroH2A1.2, jotka muodostuvat 
erilaisella silmukoinnilla. Toinen geeni koodaa macroH2A2:a. Nämä histoniproteiinit 
ottavat osaa transkription vaimentamiseen ja niitä on runsaasti inaktiivisessa X-
kromosomin kromatiineissa (Costanzi ja Pehrson 1998). Toisen X-kromosomin 
inaktivoinnin tarkoitus on tasata X-kromosomiin liittyvien geenien ilmentymistä 
sukupuolten välillä.  
 
BAL-proteiineja (B-agressiivista lymfoomaa) koodaa kolme geeniä (Aguiar ym. 2005). 
BAL-proteiinit sisältävät kaksi tai kolme kaksoismakrodomeenia, joiden jälkeen on 
poly(ADP-riboosi) polymeraasi (PARP) domeeni. BAL-geenit ekpressoituvat 
voimakkaasti DLB-CL:ssä (diffuse large B-cell lymphoma), joka usein johtaa potilaan 
kuolemaan hoidoista huolimatta. 
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MDO1-proteiini (macro domain protein 1) saattaa edistää rintasyövän kasvua (Zhao ym. 
2005). Aiemmin tämä proteiini tunnettiin nimellä LRP16. Nimi viittaa tutkimuksiin, 
joissa etsittiin leukemian uusiutumiseen liittyviä proteiineja (leukemia-relapsed-
relapsed protein). MDO1-proteiinilla ei kuitenkaan havaittu yhteyttä leukemiaan. 
MDO1-proteiinia koodaavaa geeniä säädellään estrogeenireseptorin kautta (Han ym. 
2003). Monet tutkimukset ovat osoittaneet, että rintasyöpä on hormoniriippuvainen 
prosessi ja siten MDO1-proteiinilla saattaa olla keskeinen rooli hormoniriippuvaisen 
rintasyövän edistymisessä.  
 
MDO2-proteiini, aikaisemmalta nimeltään C20orf133-proteiini, on liitetty harvinaisen 
sairauden, kabuki syndrooman, kehittymiseen (Maas ym. 2007). Kabuki syndroomasta 
kärsivät ovat henkisesti jälkeenjääneitä. Syndrooman tyypillisiä ulkoisia piirteitä ovat 
muun muassa kasvun hidastuminen syntymän jälkeen, silmäluomen halkio ja alaluomen 
reunan ulospäin kääntyminen. Monilla myös sormenpäät ovat paksuuntuneet (Adam ja 
Hudgins 2004).  
 
MDO3-proteiinia, toiselta nimeltään GDAP2-proteiinia (ganglioside-induced 
differantation–associated protein 2), koodaava geeni indusoituu gangliosidisyntaasin 
ekpressoituessa hiiren neuroblastooma solulinjassa (Liu ym. 1999). MDO3-proteiinia 
tuottava geeni ekspressoituu voimakkaasti alkio- ja syntymän jälkeisessä vaiheessa. 
Nämä vaiheet ovat kriittisiä aivojen kehitykselle. Vaikka MDO3-proteiinin tehtävä ei 
ole vielä selvinnyt, sillä oletataan olevan jonkunlainen rooli hermojen erilaistumisessa.  
 
ALC1 (amplified in liver cancer 1), joka tunnetaan myös nimellä CHD1L, on 
makrodomeenin sisältävä kromatiinia muokkaava entsyymi (Ahel ym. 2009). ALC1:n 
ja PARP1:n välinen reaktio edistää ALC1-riippuvaista nukleosomin muokkausta in 
vitro ja ALC1:n liittämistä DNA:n vauriokohtaan. Nämä reaktiot voivat helpottaa 
kromatiinin muokkausta DNA:n korjauksen aikana.  
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3.2.2 Makrodomeenien sitoutuminen ADP-riboosijohdannaisiin 
 
Useiden makrodomeenin on osoitettu sitoutuvan ADP-riboosiin tai sen johdannaisiin 
kuten poly-ADP-riboosiin (PAR) ja O-asetyyli-ADP-riboosiin (OAADPR) (Egloff ym. 
2006; Karras ym 2005). Makrodomeenien sitoutuminen eri ADP-riboosin johdannaisiin 
vaihtelee, kuten myös sitoutumisaffiniteetti (Neuvonen ja Ahola 2009). Makrodomeeni 
macroH2A sitoo OAADPR:a, mutta ei poly-ADP-riboosia (Kustatscher ym. 2005). 
SFV-viruksen makrodomeeniproteiini sitoutuu taas hyvin poly-ADP-riboosiin, mutta ei 
ADP-riboosiin (Neuvonen ja Ahola 2009). MDO2-makroproteiini sitoutumisaffiniteetti 
ADP-riboosiin on suurempi kuin MDO1-makroproteiinilla, mutta se ei sitoudu poly-
ADP-rioosiin. MDO3-makroproteiini taas ei sitoudu ADP-riboosiin lainkaan.   
 
Osa makrodomeeneista kykenee hydrolysoimaan ADP-riboosi-1" fosfaatin (ADPR-1"P) 
tuottaen ADP-riboosia (Egloff ym. 2006; Karras ym 2005). ADPR-1"P on sivutuote, 
jota syntyy RNA:n silmukoinnin aikana (Culver ym. 1994). ADP-riboosin liittämistä 
proteiineihin katalysoivat monet entsyymit joko mono-ADP-ribosylaation tai poly-
ADP-ribosylaation kautta (Ame ym. 2004; Corda ja Di Girolamo 2003). Näitä 
entsyymejä kutsutaan ADP-ribosyylitransferaaseiksi (ADPRT) tai poly-ADP-riboosi 
polymeraaseiksi (PARP) (Koch-Nolte ym. 2001). PARP-entyymejä on useita eri 
luokkia ja niillä on monia tehtäviä kuten DNA:n vaurioiden korjaus, transkription 
aktivointi ja vaimentaminen sekä telomeeribiologia (Rouleau ym. 2004; Krauss ja Lis 
2003; Dynek ja Smith 2004). PARP:lla on myös roolinsa pitkäaikaismuistin 
kehittymisessä (Cohen-Armon ym. 2004).   
 
3.2.3 Virusten makrodomeenit 
 
Makrodomeeneja esiintyy koronaviruksissa, rubella viruksessa, hepatiitti E viruksessa 
ja alfaviruksissa (Eglogg ym. 2006). Virukset ovat kaikki positiivissäikeisiä RNA-
viruksia. Viruksista rubella virus kuuluu samaan Togaviridae –heimoon alfavirusten 
kanssa ja hepatiitti E virus kuuluu niin sanottuun alfavirusten kaltaiseen 
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virusperheeseen. Koronavirukset ovat genomiltaan suurempia ja replikaatioltaan 
monimutkaisempia muihin makrodomeeni sisältäviin viruksiin verrattuna (Gorbalenya 
ym. 2006).  
 
Makrodomeeni sijaitsee alfaviruksen nsP3-proteiinin N-teminaalipäässä 
(Rungrotmongkol ym. 2010). Chikungunya viruksen NsP3-proteiinin on osoitettu 
olevan ADP-riboosi-1" fosfataasi (ADPR-1"Paasi) ja se sitoo myös RNA:ta (Malet ym. 
2009). Makrodomeenit voivat vaikuttaa isäntäsoluun kontrolloimalla sen ADP-riboosi-
1" fosfaatin tai muiden ADP-riboosin johdannaisten metaboliaa.  
 
Makrodomeenit voivat vaikuttaa myös viruksen ja isäntäsolun vuorovaikutukseen, 
esimerkiksi ehkäisemällä solun vasteita, kuten apoptoosia (Hay ja Kannourakis 2002). 
Virus voi infektoida solun ja ehkäistä apoptoosia kunnes se on lisääntynyt riittävästi ja 
levinnyt uusiin soluihin. Vaihtoehtoisesti virus voi aikaan saada apoptoosin, jolloin 
virus pääsee leviämään viereisiin soluihin fagosytoosin avulla ilman että elimistön 
immuunipuolustus herää. Viruksen makrodomeeni muistuttaakin toiminnaltaan PARP-
1:stä, jonka tiedetään säätelevän solun apoptoosia (Oliver ym. 1999).  
 
SFV-viruksen makrodomeenin on osoitettu sitoutuvan poly-ADP-riboosiin, mutta 
heikommin ADP-riboosiin (Neuvonen ja Ahola 2009). Tutkimuksessa, jossa SINV-
viruksen nsP3-makrodomeeniproteiinia oli mutatoitu siten, että se ei sitonut ADP-
riboosia, osoitettiin makrodomeenin olevan tärkeä osa viruksen replikaatiota (Park ja 
Griffin 2009). Mutatoidun viruksen replikaatio ja RNA:n muodostuminen hidastui 
merkittävästi. Myös viruksen taudinaiheuttamiskyky heikentyi. Mutaatio ei kuitenkaan 
vaikuttanut makrodomeenin kykyyn sitoa poly-ADP-riboosia. Viruksen lisääntymiseen 
ja taudinaiheuttamiskykyyn voitaisiinkin vaikuttaa kehittämällä lääkkeitä, joilla voidaan 
estää viruksen makrodomeeniproteiinin toimintaa.  
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4. TUTKIMUKSEN TAVOITTEET 
 
Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää makrodomeeniproteiiniin sitoutuvien 
yhdisteiden käyttöä antiviraalisina yhdisteinä. Koska yhdisteiden oletettiin sitoutuvan 
makrodomeeniproteiiniin, oli ensin tutkittava yhdisteiden sitoutumista. Sitoutumista 
tutkittiin kahdella tutkimusmenetelmällä; sitoutumisenergian mittaamiseen perustuvalla 
menetelmällä ja kilpailevaan sitoutumiseen perustuvalla menetelmällä, jonka 
tarkoituksena oli selvittää yhdisteiden kykyä estää poly-ADP-riboosia sitoutumasta 
makrodomeeniproteiiniin. Sitoutumiskokeet suoritettiin SFV-viruksen nsP3-
makrodomeeniproteiinille ja vertailuproteiinina käytettiin MDO1-
humaanimakrodomeeniproteiinia, joka oli tietokonemallinnuksessa käytetty proteiini. 
Antiviraalisten ominaisuuksien selvittämiseksi käytettiin kolmea tutkimusmenetelmää. 
Yhdisteiden antiviraalista vaikutusta tutkittiin villityypin SFV-virukseen ja CHIKV-
replikoniin. Mahdollista antiviraalista vaikutusmekanismia selvitettiin tutkimalla 
estävätkö yhdisteet virusta pääsemästä solun sisään.  
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5. MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
 
5.1 Tutkittavat yhdisteet 
 
Tutkittavia yhdisteitä oli yhteensä 45. Tutkittavat yhdisteet on valittu 
tietokonemallinnuksella, jonka on tehnyt Helsingin yliopiston Farmasian tiedekunnan 
tutkija Henry Xhaard. Mallinnus on tehty sovittamalla yhdisteitä virtuaalisesti MDO1-
makroproteiinin ADP-riboosia sitovaan kohtaan. Tietokonemallinuksessa Tocris-
yhdisteitä (USA) oli 1700, joista antiviraaliseulontaan valittiin 15 (T1-T15). FIMM 
(The Institute for Molecular Medicine Finland) tietokannasta 20 000 yhdisteen 
virtuaaliseulonnasta valittiin 30 yhdistettä, jotka tilattiin ChemBridgeltä, USA, (C1-
C30). Kuvissa 5, 6 ja 7 on esitetty yhdisteiden valmistajan koodit, molekyylipainot ja 
molekyylirakenteet.  
 
Tutkimuksia varten yhdisteistä valmistettiin kantaliuokset, joissa liuotuspuskurina 
käytetiin DMSO-puskuria siten, että Tocris-yhdisteiden pitoisuudeksi tuli 2 mM ja 
ChemBridge-yhdisteiden pitoisuudeksi 5 mM.  
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T1 
RG 108 
M=334,33  
 
 
 
 
 
T2 
CGS 21680 
M=545 
 
 
 
 
T3 
Clopidogrel hydrochloride 
M=358,28 
 
 
 T4 
SKF91488 
M=248,21 
 
 
 
T5 
SCH 442416 
M=389,42 
 
 
 
T6 
MRS 1076 
M=512,57 
 
 
 
 
T7 
MRS 2211 
M=828,05 
 
 
 
T8 
BIX 01294 
M=708,11 
 
 
 
T9 
MRS 2578 
M=597,87 
 
 
 T10 
VUF 5574 
M=371,39 
 
 
T11 
MRS 3777 
M=358,89  
 
 
 
T12 
NECA 
M=326,32 
 
T13 
HEMADO 
M=374,91 
 
 
 
T14 
IB-MECA 
M= 546,32 
 
 
T15 
PPADS 
M=299,3 
 
 Kuva 5. Tocris-yhdisteiden valmistajan koodit, molekyylipainot ja rakennekaavat. 
24 
 
 
C1 
5213180 
M=371,24 
 
 
C2 
5648103 
M=316,36 
 
C3 
5670265 
M=349,39 
 
C4 
5672011 
M=341,39 
 
 
C5 
5800717 
M=314,32 
 
C6 
6472255 
M=346,43 
 
C7 
6584591 
M=309,32 
 
C8 
6593249 
M=334,81 
 
C9 
6692265 
M=355,42 
 
 
 
C10 
6743758 
M=296,39 
 
C11 
6752439 
M=321,79 
 
C12 
6805657 
M=278,35 
 
C13 
6945741 
M=336,42 
 
C14 
6991066 
M=326,38 
 
C15 
7118821 
M=314,37 
 
Kuva 6. ChemBridge-yhdisteiden 1-15 valmistajan koodit, molekyylipainot ja 
rakennekaavat 
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C16 
7159230 
M=337,40 
 
C17 
7470568 
M=303,40 
 
C18 
7506110 
M=361,20 
 
C19 
7574540 
M=367,88 
 
C20 
7577923 
M=356,90 
 
C21 
7581610 
M=392,54 
 
 
C22 
7607550 
M=390,39 
 
 
C23 
7613652 
M=322,45 
 
C24 
7626547 
M=309,29 
 
C25 
7651891 
M=370,39 
 
C26 
7674229 
M=265,31 
 
C27 
7726087 
M=355,40 
 
 
C28 
7727939 
M=375,30 
 
C29 
7730198 
M=384,24 
 
 
C30 
7744924 
M=311,41 
 
 
 Kuva 7. ChemBridge-yhdisteiden 16-30 valmistajan koodit, molekyylipainot ja 
rakennekaavat.  
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5.2 Proteiinin tuotanto  
 
Sitoutumiskokeita varten oli tuotettava humaani MDO1-makrodomeeniproteiinia sekä 
Semliki Forest viruksen makrodomeeniproteiinia. Näitä varten oli olemassa Eschericia 
coli -bakteerikannat, joihin on siirretty proteiineja koodaavat plasmidit. Nämä E. coli 
kannat on saatu Maarit Neuvoselta Helsingin yliopiston Biotekniikan Instituutista 
(Neuvonen ja Ahola 2009). Kyseiset E. coli kannat sisältävät ainoastaan MDO1- ja 
SFV-viruksen nsP3-proteiinin makrodomeeniosaa koodaavat alueet. MDO1-
makrodomeeniproteiini on kooltaan 28,98 kD (243 aminohappoa) ja nsP3-
makrodomeeniproteiini noin 18,37 kD (167 aminohappoa). Lisäksi proteiineja 
koodaviin alueisiin on lisätty polyhistidiinihäntä (His-tag) proteiinin puhdistamisen 
helpottamiseksi. Proteiinin tuotannon, puhdistuksen ja analysoinnin suoritusohje on 
esitetty liitteessä 1.  
 
5.2.1 SDS-PAGE-analyysi 
 
Jotta voitiin varmistua, missä eri proteiinin tuotantovaiheissa proteiinia on tuottunut, 
tehtiin eri tuotantovaiheista otetuista näytteistä SDS-PAGE analyysi. Näytteet otettiin 
ennen solujen hajoittamista, hajoittamisen jälkeen sentrifugoidusta supernatantista ja 
pelleteistä, jotka oli suspensoitu uudelleen lyysauspuskuriin (ks. liite 1). Proteiinin 
puhdistusvaiheessa näytteet otettiin läpivirtauksesta (flow trough), 20 mM, 40 mM, 100 
mM puhdistuspuskuri fraktioista ja eluointipuskuri fraktioista. 
 
Kuvassa 8 on esimerkki geelistä. Mitä suurempi vyöhyke on, sitä enemmän näyte 
sisältää proteiinia. Molekyylipainomarkkerin avulla voidaan arvioida proteiinin 
molekyylipaino. Jatkotyöskentelyä varten proteiinin säilytyspuskuri vaihdettiin hepes-
puskuriin PD-10-kolonnilla valmistajan ohjeiden mukaisesti (Amersham Biosciences).  
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Kuva 8. SDS-PAGE analyysi. 1= 100 mM imidatsolifraktio, 2= 1. eluointifraktio, 3= 2. 
eluointifraktio, 4= 3. eluointifraktio, 5= molekyylipainomarkkeri, 6= 4. eliuointifraktio, 
7= 5. eluointifraktio 
 
5.2.2 Proteiinipitoisuuden määritys 
 
Proteiinin pitoisuus mitattiin käyttämällä Micro BCA
TM
 Protein Assay Kit –menetelmää 
(Pierce). Menetelmä perustuu kahden bisinkoiinihappo molekyylin (BCA) ja Cu
+1
-ionin 
kelaatioon, jolloin muodostuu violetti reaktiotuote. Cu
+1
-ioni muodostuu kun Cu
+2
-ioni 
pelkistyy proteiinin vaikutuksesta emäksisessä ympäristössä. Bisinkiinihapon ja kuparin 
muodostama kompleksi absorboi voimakkaasti aallonpituudella 562 nm.  
 
Proteiinin määrää mitattiin vertaamalla sitä standardisuoraan. Standardisuoraa varten 
valmistettiin BSA-liuokset (bovine serum albumin), jotka olivat pitoisuuksiltaan 200 
µg/ml, 40 µg/ml, 20 µg/ml, 10 µg/ml, 5 µg/ml, 2,5 µg/ml, 1 µg/ml, 0,5 µg/ml ja 0 µg/ml 
(blank). Laimennospuskurina käytettiin Hepes-puskuria. Kuoppalevylle pipetoitiin 
kutakin standardiliuosta tai proteiiniliuosta 50 µl ja vastaava määrä Working Reagent -
liuosta. Kuoppalevy suljettiin teipillä ja inkuboitiin +37 ºC kaksi tuntia. Tämän jälkeen 
kuoppalevyltä mitattiin absorbanssi aallonpituudella 562 nm VarioScan-laitteella 
(Thermo Electron Corporation).  
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5.3 Kilpailevan sitoutumiskokeen suoritus 
 
Tutkittavien yhdisteiden kykyä estää poly-ADP-riboosin sitoutumista makroproteiiniin 
tutkittiin menetelmällä, jonka on kehittänyt Anna Tuurinkoski Pro Gradu –työssään. 
Kilpaileva sitoutumiskoe tehtiin MDO1-makrodomeeniproteiinille ja SFV-viruksen 
nsP3-makrodomeeniproteiinille, joiden tuotanto on kuvattu kappaleessa 4.3. Koetta 
varten tarvittiin biotinyloitua poly-ADP-riboosia, joka voitiin valmistaa ennakkoon ja 
pakastaa. Biotinyloidun poly-ADP-riboosin valmistus ja kilpailevan sitoutumiskokeen 
suoritusohje on esitetty liitteessä 2.  
 
5.4 Isotermiseen kalorimetriaan perustuvan proteiinin ja yhdisteen sitoutumisen 
tutkiminen 
 
Yhdisteiden sitoutumisaffiniteettia tutkittiin isotermiseen kalorimetriaan perustuvalla 
menetelmällä. Menetelmä perustuu sitoutumisessa vapautuvan lämpöenergian 
mittaamiseen. Työ suoritettiin laitteen valmistajan ohjeiden mukaan (Microcal). MDO1-
proteiinin pitoisuus oli 25 µM ja positiivisena kontrollina käytetyn ADP-riboosin ja 
tutkittavan yhdisteen pitoisuus 350 µM. Koska tutkittavien yhdisteiden kantaliuokset oli 
valmistettu DMSO-puskuriin, kokeiltiin kalorimetri-ajoa ADP-riboosi- ja MDO1-
proteiiniliuoksilla, joihin oli lisätty 1 % DMSO:a. Tästä kokeesta ei kuitenkaan saatu 
luotettavaa tulosta, joten yhdisteitä, jotka oli liuotettu DMSO-puskuriin, ei tutkittu tällä 
menetelmällä. Osa Tocris-yhdisteistä liukeni Hepes-puskuriin, joka oli 
makrodomeeninproteiinin säilytyspuskuri, joten näille yhdisteille tehtiin kalorimetriajo. 
Yhdisteet, jotka liukenivat Hepes-puskuriin, olivat T1, T3-T5, T7, T8, T12, T13 ja T15.     
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5.5 Solut 
 
Antiviraalisuus- ja sytotoksisuustutkimuksissa käytettiin BHK-soluja (baby hamster 
kidney). Solulinjaa pidettiin yllä jakamalla soluja sopivin väliajoin uuteen 
kasvatuspulloon. Ohjeet solulinjan ylläpitämiseen on esitetty liitteessä 3.  
 
CHIKV-replikoniantiviraalisuuskoetta varten on olemassa BKH-solulinja, jossa 
ilmentyvät Chinkungunya viruksen replikaatioproteiinit (Pohjala ym. 2011). Soluissa ei 
kuitenkaan tuotu viruksen rakenneproteiineja, joten viruspartikkeleja ei synny ja siten 
solulinjaa voidaan käyttää turvallisesti virustutkimuksissa.  Näitä soluja kasvatettiin ja 
jaeltiin kuten tavallisiakin BHK-soluja, mutta kasvatusmediumiin oli lisätty 
puromysiiniä (Sigma) siten, että sen pitoisuus oli 5 µg/ml.  
 
5.6 Yhdisteiden toksisuuden selvittäminen 
 
Yhdisteiden sytotoksisuus tutkittiin käyttämällä CellTiter-Glo luminescent cell viability 
–menetelmää (Promega Corporation). Tämä menetelmä on tulikärpäsen 
lusiferaasientsyymiin perustuva menetelmä, jota käytetään ATP-tason luminometriseen 
mittaukseen. Mitä elinkykyisempiä solut ovat, sitä enemmän ne tuottavat ATP:a 
(Maehara ym. 1987). ATP reagoi CellTiter-Glo reagenssin kanssa, jolloin reaktion 
seurauksena vapautuu valoa, joka on mitattavissa luminesenssia mittaavalla laitteella. 
Kuvassa 9 on esitetty ATP:n ja CellTiter-Glo reagenssin välinen reaktio. 
 
 
Kuva 9. Lusiferaasi reaktio. Lusiferiinin mono-oksidaatio, jota katalysoi lusiferaasi 
Mg
2+
, ATP:n ja hapen läsnäollessa. 
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Sytotoksisuus koe suoritettiin BHK-soluilla. BHK-soluja pipetoitiin valkoiselle 96-
kuoppalevylle (ks. liite 3) ja solujen annettiin kiinnittyä kuoppan pohjalle +37 °C:ssa 
seuraavaan päivään. Tämän jälkeen soluilta poistettiin vanha medium ja solut pestiin 
100 µl PBS:llä. Neljään rinnakkaiseen kuoppaan pipetoitiin 100 µl kutakin tutkittavaa 
yhdistettä tai positiivista kontrollia. Yhdisteet oli laimenettu BHK-mediumilla 
pitoisuuteen 20 µM. Postiivisena kontrollina käytettiin polymyksiiniä (Sigma) 
pitoisuudella 10 000 IU/ml. Yhdisteiden lisäyksen jälkeen levyä inkuboitiin 24 tuntia 
+37 °C:ssa, jonka jälkeen kuoppiin pipetoitiin CellTiter-Glo-reagenssia 100 µl. Levyä 
inkuboitiin huoneenlämmössä vielä 10 minuuttia, jonka jälkeen levyltä mitattiin 
luminesenssi VarioScan-laitteella (Corporation Thermo Electron).  
 
5.7 Antiviraalisuuskokeet 
 
5.7.1 Yhdisteiden vaikutus villityypin Semliki Forest virukseen  
 
Antiviraalisuuskoetta varten oli tuotettu rekombinantti SFV-virusta, johon oli liitetty 
Renilla reniformis lusiferaasi (SFV-Rluc) (Pohjala ym. 2008). Lusiferaasi oli liitetty 
viruksen replikaatioproteiinien nsP3 ja nsP4 koodaavien alueiden väliin. Viruksen 
tuottaessa replikaatioproteiineja, se tuottaa myös Renilla lusiferaasia. Viruksen 
replikaation määrä voitiin näin määrittää Renilla Lusiferase Assay System –
menetelmällä (Promega). Tämä virus oli saatu Helsingin yliopiston Biotekniikan 
instituutista. 
 
Antiviraalisuuskoetta varten valkoiselle Isoplate 96-kuoppalevylle pipetoitiin BHK-
soluja siten, että kuopat olivat konfluentteja (ks. liite 3) ja solujen annettiin kiinnittyä 
kuopan pohjalle yön yli +37 °C:ssa. Seuraavana päivänä solut pestiin 100 µl PBS:llä ja 
kuoppalevylle pipetoitiin neljä rinnakkaista 50 µl näytettä, jotka oli laimennettu MEM+ 
0,2 % BSA –mediumilla siten, että yhdisteiden lopullinen pitoisuus kuoppalevyllä oli 20 
µM. Solut infektoitiin 50 µl SFV:lla siten, että viruksen lopullinen pitoisuus 
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kuoppalevyllä oli 1000 PFU/ml. Levyä inkuboitiin 14 tuntia +37 °C:ssa, jonka jälkeen 
solut pestiin 100 µl PBS:llä ja kuoppiin lisättiin 20 µl lyysauspuskuria. Levyn annettiin 
seistä vähintään 15 minuuttia, jonka jälkeen kuoppiin pipetoitiin 80 µl renilla-lusiferaasi 
substraattia ja luminesenssi mitattiin viiden minuutin sisällä VarioScan-laitteella.  
 
5.7.2 Yhdisteiden vaikutus Chikungunya replikoniin 
 
Menetelmää varten on kehitetty BHK-solulinja, joka tuottaa ainoastaan CHIKV-
replikaatioproteiineja (Pohjala 2010). CHIKV-sekvenssi oli alun perin eristetty 
sairastuneesta potilaasta La Réunionin alueella vuosien 2005-2006 olleen epidemian 
aikana. Eristetyn sekvenssin rakenneproteiineja tuottava alue on korvattu EGFP-geenillä 
(enhanced green fluorescent protein), johon oon lisätty puromysiini asetyylitrasferaasi 
sekvenssi. Renilla lusiferaasi geeni oli liitetty nsP3-replikaatiproteiinin C-
terminaalipäähän. Tämä muokattu BHK-solulinja oli saatu Biotekniikan instituutista 
(Pohjala 2010). Solulinjan tuottaessa CHIKV-replikaatioproteiineja, se tuottaa myös 
Renilla lusiferaasia ja siten viruksen replikaation määrää voidaan näin mitata Renilla 
Lusiferase Assay System –menetelmällä (Promega).  
 
Antiviraalisuuskoetta varten pipetoitiin valkoiselle 96-kuoppalevylle BHK-CHIKV –
soluja siten, että kuopat olivat konfluentteja (ks. liite 3) ja solujen annettiin kiinnittyä 
kuopan pohjalle yön yli +37 °C:ssa. Seuraavana päivänä solut pestiin 100 µl PBS:llä ja 
kuoppalevylle pipetoitiin 100 µl yhdisteitä, kutakin neljä rinnakkaista, jotka oli 
laimennettu pitoisuuteen 20 µM DMEM+ 5 % FBS –mediumilla. Kuoppalevyä 
inkuboitiin 48 tuntia +37 °C:ssa. 48 tunnin inkubaation jälkeen tehtiin luminesenssi 
määritys kuten SFV-antiviraalisuuskokeessa.   
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5.7.3 Mutatoidun Semliki Forest viruksen tuottaminen 
 
Yhdisteiden antiviraalisen vaikutuskohteen selvittämistä varten tuotettiin Semliki Forest 
virusta, joka on mutatoitu siten, että se ei kykene replikoitumaan +39 °C:ssa (Balistreri 
ym. 2007). Siten viruksen päästessä soluun, mitattava viruksen määrä on alun perin 
solujen infektiota varten lisätyn viruksen määrä. Jos siis yhdiste estäisi virusta 
pääsemästä solun sisään, mitattava signaali olisi alhaisempi käsittelemättömään nähden. 
Myös tähän mutatoituun virukseen on liitetty Renilla lusiferaasi osa, jolloin viruksen 
määrää voidaan mitata Renilla Lusiferase Assay System –menetelmällä (Promega).  
 
Viruksen tuottoa varten linearisoitiin 10 µg SFV-ts9-Rluc -DNA. DNA puhdistettiin 
Promega PCR puhdistus kitillä valmistajan ohjeiden mukaisesti (Promega). 
Puhdistetusta DNA:sta in vitro transkriptoitiin RNA:ta. Transkriptoitu RNA 
elektropoitiin BHK-soluihin, jolloin siitä tuottuu virusta. Mutatoidun SFV-viruksen 
tuottamisen ja analysoinnin ohje on esitetty liitteessä 5. 
  
5.7.4 Viruksen soluun sisäänpääsyn esto 
 
Yhdisteille, joilla havaittiin lähes tai yli 50 % antiviraalista vaikutusta villityypin 
Semliki Forest virukseen, tehtiin koe, jossa selvitettiin niiden vaikutusta viruksen 
soluun pääsyyn. Koetta varten BHK-soluja pipetoitiin valkoiselle 96-kuoppalevylle (ks. 
liitte 3) ja levyä inkuboitiin +37 °C:ssa seuraavaan päivään. Seuraavana päivänä 
kuoppalevylle pipetoitiin kutakin tutkittavaa yhdistettä ja mutatoidun SFV-viruksen 
kantaliuosta neljä rinnakkaista 50 µl näytettä siten, että yhdisteiden pitoisuus 
kuoppalevyllä oli 20 µM ja viruksen määrä 1:100 kantaliuoksesta. Yhdisteet ja virus 
laimennettiin MEM+ 0,2 % BSA –mediumilla. Positiiviseksi kontrolliksi levylle 
laitettiin klorokiiniä (sigma) pitoisuudella 100 µM. Kuoppalevyä inkuboitiin +39 °C:ssa 
yksi tunti, jonka jälkeen solut pestiin 100 µl PBS:llä ja luminesenssi määritettiin kuten 
SFV-antiviraalikokeessa.  
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5.8 Tulosten analysointi 
 
Yhdisteiden vaikutus kilpailevassa sitoutumiskokeessa, sytotoksinen vaikutus BHK-
soluihin ja antiviraalinen vaikutus esitettiin suhteutettuna maksimisignaaliin alla olevan 
kaavan mukaisesti.  
 
% = 100%- %100x
X-X
X-X
bm
bs
 
Xs=signaali, Xb=tausta, Xm=maksimisignaali (käsittelemätön näyte) 
 
Tuloksia tarkasteltaessa, menetelmien luotettavuutta voidaan arvioida erilaisten 
parametrien avulla. Tälläisiä parametreja ovat signaalin ja taustan suhde (S/B), signaalin 
ja kohinan suhde (S/N) ja Z’, joiden laskentakaavat on esitetty alla (Pohjala ym. 2008). 
Tulosten katsotaan olevan luotettavia, jos S/B>5, S/N>10 ja Z’>0,5.  
 
S/B =           
S/N =        
Z’ = 1-   
Xs=signaalin keskiarvo,  Xb=tausta keskiarvo, σs=signaalin keskihajonta, σb=taustan 
keskiajonta 
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6. TULOKSET 
 
6.1 Kilpailevan sitoutumisen tutkiminen 
 
Kilpaileva sitoutumiskoe suoritettiin MDO1-makroproteiinilla ja SFV-
makroproteiinilla. Menetelmässä selvitettiin tutkittavien yhdisteiden kykyä estää poly-
ADP-riboosin sitoutumasta makroproteiiniin.  
 
Kuvan 10 kaaviossa on esitetty yhdisteiden vaikutus estää poly-ADP-riboosia 
sitoutumasta MDO1-makrodomeeniproteiiniin. Tocris-yhdisteistä T7 ja T15 estivät 
lähes täysin poly-ADP-riboosin sitoutumisen MDO1-makrodomeeniproteiiniin. Muilla 
Tocris-yhdisteillä oli vain vähäistä vaikutusta (alle 25 %) tai ne eivät estäneet lainkaan 
poly-ADP-riboosia sitoutumasta MDO1-makrodomeeniproteiiniin.  
 
ChemBridge-yhdisteistä C11, C12, C13 oli yli 50 % vaikutus (kuva 10). Yhdisteillä 
C20, C23 ja C25 ei ollut lainkaan aktiivisuutta tässä kokeessa. Muita yhdisteitä, joilla ei 
käytännössä ollut vaikutusta (keskiarvo alle 0 %) olivat C18, C22, C24 ja C26. Vähäistä 
aktiivisuutta (alle 25 %) oli yhdisteillä C2, C4, C10, C14, C15, C17, C19, C21, C28, 
C29 ja C30 MDO1-makrodoomeniproteiinilla tehdyssä kokeessa S/B arvoksi saatiin 
11,22, S/N arvoksi 34,16 ja Z’ arvoksi 0,88.  
 
35 
 
 
 
Kuva 10. Yhdisteiden kyky estää poly-ADP-riboosia sitoutumasta MDO1-
makrodomeeniproteiiniin pitoisuudella 20 µM. PAR= poly-ADP-riboosi (negatiivinen 
kontrolli). Tulokset keskiarvoja (n=3) keskihajontoineen. 
 
SFV-viruksen nsP3-makrodomeeniproteiinilla tehdyssä kokeessa Tocris-yhdisteistä T3 
esti noin 25 %:sti poly-ADP-riboosia sitoutumasta makrodomeeniproteiiniin (kuva 11).  
Suurimmalla osalla Tocris-yhdisteistä sitoutumisen esto jäi alle 25 %. T15 yhdisteellä 
sitoutuminen estyi vähintään 25 %, mutta tuloksissa on jonkin verran hajontaa. T7 
yhdisteen tuloksissa oli myös jonkin verran hajontaa, mutta se voidaan sanoa, että 
yhdiste estää jossain määrin poly-ADP-riboosin sitoutumista makrodomeeniproteiiniin. 
SFV-viruksen nsP3-makrodomeeniproteiinilla ja Tocris-yhdisteillä tehdyssä kokeessa 
S/B arvoksi saatiin 18,35, S/N arvoksi 11,62 ja Z’ arvoksi 0,73. 
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Kuva 11. Yhdisteiden vaikutus estää poly-ADP-riboosin sitoutuminen SFV- viruksen 
nsP3-makrodomeeniproteiiniin pitoisuudella 20 µM. PAR=poly-ADP-riboosi 
(negatiivinen kontrolli). Tulokset keskiarvoja (n=3) keskihajontoineen. 
 
ChemBridge-yhdisteistä ainoastaan C7:n aktiivisuus ylitti 50 % (kuva 11). Suurin osa 
ChemBridgen yhdisteistä esti vain vähän (alle 25 %) tai ei lainkaan poly-ADP-riboosia 
sitoutumasta SFV-makrodomeeniproteiiniin. Yhdisteellä C14 ei ollut lainakaan 
aktiivisuutta ja vähäistä aktiivisuutta (alle 25 %) oli yhdisteillä C9, C10, C11, C13, C15, 
C17, C19, C20, C22-C24 ja C26-C30. SFV-viruksen nsP3-makrodomeeniproteiinilla ja 
ChemBridge-yhdisteillä tehdyssä kokeessa S/B arvoksi saatiin 7,06, S/N arvoksi 27,66 
ja Z’ arvoksi 0,85. 
 
6.2 Isotermiseen kalorimetriaan perustuvan proteiinin ja yhdisteen sitoutumisen 
tutkiminen 
 
Yhdisteiden sitoutumisaffiniteettia tutkittiin isotermiseen kalorimetriaan perustuvalla 
menetelmällä. Menetelmä perustuu sitoutumisessa vapautuvan lämpöenergian 
mittaamiseen. Tässä menetelmässä sitoutumisaffiniteetti määritetään Kd-arvolla. Arvo 
ilmaisee sen pitoisuuden, jolla puolet ligandista on sitoutunut proteiiniin.  
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Sekä MDO1- että SFV-makroproteiinien tuotannon vaikeudesta johtuen, tuotettavan 
proteiinin pitoisuudet jäivät usein niin pieniksi (alle 10 µM), ettei isotermistä 
titraatiokalometriaa saatu täydellisesti suoritettua. Positiivisen kontrollin Kd-arvoksi, 
jossa siis käytettiin ADP-riboosia pitoisuudella 350 µM, saatiin 0,38µM (Kuva 12). 
Positiiviselle kontrollille, johon oli lisätty 1 % DMSO:a, ei saatu määritettyä vastaavaa 
Kd-arvoa (kuva 12), koska lisätty DMSO häiritsi sitoutumista. Tästä syystä koetta ei 
suoritettu yhdisteille, jotka oli liuotettu ainoastaan DMSO:n.  
 
 
Kuva 12. MDO1-makrodomeeniproteiinin (25µM) ja ADP-riboosin (350µM) 
sitoutumisen isotermaalinen titraatiokalorimetri. Titraatiokäyrä osoittaa portaittaisen 
ADP-riboosin lisäämisen MDO1-makrodomeeniproteiinia sisältävään liuokseen.  
 
Koe suoritettiin yhdisteille T1, T3, T5, T7, T8,  T13 ja T15, jotka saatiin liukenemaan 
Hepes-puskuriin. Tällä menetelmällä mitattaessa yksikään tutkituista yhdisteistä ei 
näyttänyt sitoutuvan MDO1-proteiiniin. Kuvassa 13 on esitetty suoritettujen 
sitoutumiskokeiden isotermaaliset kalorimetrit. Yhdisteitä tutkittaessa proteiiniliuoksen 
pitoisuus oli alle 10 µM.  
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Kuva 13. MDO1-makrodomeeniproteiinin ja tutkittujen Tocris-yhdisteiden 
isotermaaliset titraatiokalorimetrit.  
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6.3 Sytotoksisuus 
 
Antiviraalisuuskokeiden tulosten luotettavuuden varmistamiseksi yhdisteiden 
sytotoksinen vaikutus BHK-soluihin tutkittiin määrittämällä BHK-solujen ATP-taso 24 
tunnin altistuksen jälkeen. Tutkittavien yhdisteiden pitoisuus oli 20 µM. Positiivisena 
kontrollina käytettiin polymyksiiniä pitoisuudella 10 000 IU/ml.    
 
Kuvan 14 kaaviossa on esitetty yhdisteiden sytotoksinen vaikutus BHK-soluihin. T8 
yhdisteellä oli havaittavissa voimakasta toksisuutta. Tocris-yhdisteistä T8 yhdisteen 
lisäksi yli 25 % sytotoksisuus oli yhdisteillä T1 ja T5. Tocris-yhdisteillä kokeen S/B 
arvoksi saatiin 177,43, S/N arvoksi 12,54 ja Z’ arvoksi 0,75.  
 
ChemBridge-yhdisteistä voimakasta toksisuutta oli C21 yhdisteellä, lähes 100 % (kuva 
14). Yli 25 % systotoksisuus oli yhdisteillä C1, C26, ja C29. Yhdisteet C5, C7, C13, 
C14, C15, C16, C18, C20, C22 ja C25 eivät olleet toksisia BHK-soluille. ChemBridge-
yhdisteillä menetelmän S/B arvoksi saatiin 193,73, S/N arvoksi 25,14 ja Z’ arvoksi 
0,87.  
 
Kuva 14. Yhdisteiden sytotoksinen vaikutus BHK-soluihin pitoisuudella 20 µM 24 
tunnin altistuksella.. Tulokset keskiarvoja (n=3) keskihajontoineen. Polymyksiini= 
positiivinen kontrolli pitoisuudella 10 000 IU/ml, BHK-medium= kasvatusmedium 
(negatiivinen kontrolli). 
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Yhdisteille, joilla sytotoksisuus oli yli 30 %, tehtiin annosvastemääritys (kuva 15). 
Voimakkaimmin toksisille (T8 ja C21) annosvastemääritys tehtiin pitoisuuksilla 0,5 
µM, 1 µM, 5 µM ja10 µM. T5 ja C19 yhdisteillä tehtiin sytotoksisuus ainoastaan 
pitoisuudella 10 µM ja C26 yhdisteellä pitoisuuksilla 5 µM ja 10 µM.  
 
T5 yhdisteellä pitoisuuden laskiessa puoleen myös sytotoksisuus laski noin puoleen (17 
%). T8 yhdisteellä pitoisuudella 10 µM sytotoksisuus oli enää vain noin 12 %, kun 
pitoisuudella 20 µM se oli noin 80 %. Pitoisuuden laskiessa alle 5 µM, T8 ei enää ollut 
sytotoksinen BHK-soluille. C21 yhdisteellä sytotoksisuus laski alle 10 %, kun pitoisuus 
oli 10 µM. C26 yhdisteen sytotoksinen vaikutus hävisi, kun pitoisuus laski 10 µM.    
 
 
 
Kuva 15. Yhdisteiden annosvasteet sytotoksiselle vaikutukselle BHK-soluihin. Tulokset 
keskiarvoja (n=3) keskihajontoineen. Polymyksiinin= positiivinen kontrolli 
pitoisuudella 10 000 IU/ml. BHK-medium= kasvatusmedium (negatiivinen kontrolli).  
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6.4 Antiviraalisuus 
 
6.4.1 Yhdisteiden vaikutus villityypin Semliki Forest virukseen  
 
Antiviraalisuuskoe perustui lusiferaasin mittaamiseen. SFV-viruksen 
replikaatioproteiineja koodaavien alueiden väliin oli liitetty lusiferaasia tuottava geeni, 
jolloin viruksen monistumista voitiin mitata lusiferaasin mittaamiseen perustuvalla 
menetelmällä. 
 
Kuvan 16 kaaviossa on esitetty Tocris-yhdisteiden ja Chembridge-yhdisteiden 
antiviraaliset vaikutuksen pitoisuudella 20µM. Tocris yhdisteillä ei ollut vaikutusta 
villityypin SFV-virukseen. Tocris-yhdisteillä antiviraalisuuskokeen S/B arvoksi saatiin 
39,15, S/N arvoksi 15,09 ja Z’ arvoksi 0,78.  
 
Sen sijaan useimmilla Chembridgen yhdisteillä oli antiviraalista vaikutusta (kuva 16). 
C21:llä oli hyvin voimakas antiviraalinen vaikutus, lähes 100 %. Myös yhdisteellä C8 
antiviraalinen vaikutus on yli 80 %.  Muita yli 50 % antiviraalisen vaikutuksen omaavia 
yhdisteitä olivat C3, C6, C8, C19, C28 ja C29. Vähäistä, alle 25 %, antiviraalista 
vaikutusta oli yhdisteillä C5, C7, C13, C15 ja C22-C25. ChemBridge-yhdisteillä 
antiviraalisuuskokeen S/B arvoksi saatiin 55,91, S/N arvoksi 11,85 ja Z’ arvoksi 0,74.  
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kuva 16. Yhdisteiden antiviraalinen vaikutus villityypin SFV-virukseen pitoisuudella 20 
µM. Tulokset keskiarvoja (n=4) keskihajontoineen. MEM+ 0,2% BSA= 
kasvatusmedium (negatiivinen kontrolli) 
 
Yhdisteille, joilla antiviraalinen vaikutus oli lähes tai yli 50 % (C3, C6, C8, C9, C11, 
C19, C20, C21, C28, C29) tehtiin antivitaalisuuskoe myös pitoisuuksilla 5 µM ja 10 µM 
(kuva 17). Yhdisteellä C3 antiviraalinen vaikutus laskee noin puoleen pitoisuuden 
laskiessa 10 µM. C6 yhdisteellä pitoisuuden laskiessa 10 µM, antiviraalinen vaikutus 
jää noin 10-osaan (noin 7 %) 20 µM tehdystä kokeesta (noin 79 %) ja pitoisuudella 5 
µM antiviraalinen vaikutus on jo hyvin heikkoa. C8, C20 ja C29 yhdisteillä ei ole 
lainkaan tai hyvin vähäistä antiviraalista vaikutusta pitoisuuden laskiessa 10 µM ja 
5µM. Myös yhdisteellä C9 antiviraalinen vaikutus jää hyvin heikoksi pienemmillä 
pitoisuuksilla. C11 yhdisteellä on vielä vähäistä antiviraalista vaikutusta pienemmilläkin 
pitoisuuksilla. Yhdisteellä C21 antiviraalinen vaikutus on noin 60 % pienemmillä 
pitoisuuksilla. Myös C28 yhdisteellä antiviraalinen vaikutus pitoisuudella 10 µM on yli 
60 %.  
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Kuva 17. Yhdisteiden antiviraalinen vaikutus SFV-virukseen pitoisuuksilla 5 µM, 10 
µM ja 20 µM. Tulokset keskiarvoja (n=4) keskihajontoineen. MEM+0,2% BSA= 
kasvatusmedium (negatiivinen kontrolli) 
 
6.4.2 Yhdisteiden vaikutus chikungunya-replikoniin 
 
Menetelmä perustui lusiferaasin mittaamiseen kuten villityypin SFV-koe. Lusiferaasia 
tuottava geeni oli liitetty replikaatioproteiiniia koodaavaan osaan, jota 
replikaatiosolulinja tuottaa. Siten CHIKV-replikonin tuottuminen voitiin määrittää 
lusiferaasin mittaamiseen perustuvalla menetelmällä.  
 
Kuvan 18 kaaviossa on esitetty yhdisteiden vaikutus CHIKV-replikonin tuottoon 
pitoisuudella 20 µM. Positiivisena kontrollina käytettiin ribaviriinia pitoisuudella 50 
µM. Tocris-yhdisteet eivät osoittaneet vaikutusta tällä menetelmällä. Tuntemattomasta 
syystä myöskään ribaviriinilla ei ollut vaikutusta replikonin tuottoon, joten tuloksia ei 
voida pitää täysin luotettavina. Tocris-yhdisteillä replikonikokeen S/B arvoksi saatiin 
32,27, S/N arvoksi 6,15 ja Z’ arvoksi 0,50 
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Kuva 18. Yhdisteiden vaikutus BHK-CHIKV-replikonin tuottoon pitoisuudella 20 µM. 
Tulokset keskiarvoja (n=4) keskihajontoineen. Ribaviriini= positiivinen kontrolli 
pitoisuudella 50 µM. DMEM+ 5% FBS= kasvatusmedium (negatiivinen kontrolli) 
 
Yhdiste C21 vähensi voimakkaasti CHIKV-replikonin tuottoa (noin 97 %). Yhdisteet 
C16 ja C30 vähensivät yli 75 % replikonin tuottoa. Myös yhdisteellä C24 vaikutus oli 
yli 50 %. Yhdisteet C5-C7, C12, C17-C20 sekä C25 ja C27 eivät osoittaneet vaikutusta 
tällä menetelmällä. ChemBridge-yhdisteillä replikonikokeen S/B arvoksi saatiin 37,14, 
S/N arvoksi 11,86 ja Z’ arvoksi 0,74. 
 
6.4.3 Solun sisäänpääsyn eston tutkiminen 
 
Tämän kokeen tarkoituksena oli selvittää tutkittavien yhdisteiden vaikutusmekanismia. 
Menetelmä perustui mutatoituun SFV-virukseen, joka ei kykene replikoitumaan  
+39 °C:ssa. Myös tähän virukseen oli liitetty lusiferaasia koodaava geeni, jolloin solun 
päässeen viruksen määrää voitiin mitata lusiferaasia mittaavalla menetelmällä. 
Yhdisteet, jotka villityypin antiviraalisuuskokeessa osoittivat lähes tai yli 50 % 
vaikutuksen, tutkittiin tällä menetelmällä pitoisuuksilla 10 µM ja 20 µM. 
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Kuvan 19 kaaviossa on esitetty yhdisteiden vaikutus estää virusta pääsemästä solun 
sisään. Kokeessa käytettiin positiivisena kontrollina klorokiinia pitoisuudella 100 µM, 
jonka tiedetään estävän virusten pääsyn soluun (Helenius ym. 1980). Lähes kaikki tällä 
menetelmällä tutkitut yhdisteet estivät jossain määrin virusta pääsemästä solun sisään 
molemmilla pitoisuuksilla. Ainoastaan yhdisteellä C19 ei ollut vaikutusta virukseen. 
C28 yhdisteellä oli pitoisuudella 20 µM klorokiiniakin parempi vaikutus estää virusta 
pääsemästä soluun. Kokeen S/B arvoksi saatiin 12,82, S/N arvoksi 4,38 ja Z’ arvoksi 
0,24. 
 
Kuva 19. Yhdisteen vaikutus estää virusta pääsemästä solun sisään. Tulokset 
keskiarvoja (n=4) keskihajontoineen. Klorokiini= positiivinen kontrolli, DMEM+0,2% 
BSA= kasvatusmedium (negatiivinen kontrolli) 
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7. TULOSTEN TARKASTELU JA POHDINTA 
 
Tutkimuksen tavoitteena oli selvittää 45 yhdisteen antiviraalista vaikutusta 
makrodomeeni-inhibittooreina SFV-virukseen ja CHIKV-replikoniin. Viruksen 
makrodomeeniproteiinin tarkaa merkitystä viruksen jakautumisessa ei vielä tunneta, 
mutta makrodomeenin tiedetään olevan tärkeä osa viruksen replikaatiossa (Park ja 
Griffin 2009). Siten vaikuttamalla viruksen makrodomeeniproteiinin toimintaan, 
voitaisiin vaikuttaa myös viruksen lisääntymiseen ja taudinaiheuttamiskykyyn. 
Taulukoissa 2 ja 3 on esitetty yhteenvetona eri menetelmien tulokset. 
 
Kiinnostus alfavirusten aiheuttamia sairauksia kohtaan on lisääntynyt ja erilaisia 
antiviraaliseulontoja on viimevuosien aikana tehty useita. Lusiferaasin mittaamiseen 
perustuvaa antiviraaliseulontamenetelmää on käytetty myös betuliinijohdannaisten 
antiviraalisen vaikutuksen selvittämisessä (Pohjala ym. 2009). CPE (cytophatic effect) 
menetelmää on käytetty interferoni-α:n ja ribaviriinin synergisen antiviraalisen 
vaikutuksen tutkimisessa (Brioland ym. 2004).  
 
Tässä antiviraaliseulonnassa yhdisteet oli valittu tietokonemallinnuksella, jossa niitä on 
sovitettu MDO1-makrodomeeniproteiinin ADP-riboosia sitovaan kohtaan. Yhdisteiden 
oletettiin siis sitoutuvan MDO1-makrodomeeniproteiiniin. Isotermaalisessa 
titraatiokalometrissa ei kuitenkaan saatu luotettavia tuloksia, joilla olisi voitu varmistaa 
näiden yhdisteiden sitoutuminen MDO1-makrodomeeniproteiiniin. Proteiiniliuoksen 
pitoisuus oli hyvin alhainen (alle 10 µM) yhdisteitä tutkittaessa. Näin alhaisissa 
pitoisuuksissa myöskään positiiselle kontrollille ei saatu määritettyä Kd-arvoa. On 
kuitenkin huomioitava, että menetelmä on hyvin herkkä ja proteiinin ja ligandin 
puskuriliuosten tulisi olla täysin samanlaiset, jotta koe onnistuisi. Pienikin liuosten 
erilaisuus voi vaikuttaa tulokseen. Onnistuneessa positiivisessa kontrollissa, jossa 
proteiiniliuoksen pitoisuus oli 25 µM ja ADP-riboosin 350 µM, Kd-arvoksi saatiin 0,38 
µM. Kirjallisuudessa vastaavalla proteiinilla ja ligandilla vastaavilla pitoisuuksilla Kd-
arvoksi on saatu 0,9 µM (Neuvonen ja Ahola 2009). SFV-viruksen nsP3-
makrodomeeniproteiinia ei saatu tuotettua riittäviä määriä, jotta ADP-riboosin tai 
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yhdisteiden siotutumisaffiniteetti olisi voitu määrittää. Neuvosen ja Aholan 
tutkimuksessa SFV-makrodomeeniproteiinin ei ei todettu sitovan ADP-riboosia 
lainkaan (Neuvonen ja Ahola 2009).  
 
Kilpailevassa sitoutumiskokeessa tutkittiin yhdisteiden kykyä estää poly-ADP-riboosia 
sitoutumasta MDO1-makrodomeeniproteiiniin. Tässä meneltemässä vain muutama 
yhdiste esti lähes sata prosenttisesti poly-ADP-riboosin sitoutumisen (T7 ja T15). Näillä 
yhdisteillä molekyylirakenteen runko on samanlainen (kuva 5). Kolmella yhdisteellä 
sitoutuminen estyi noin 70 prosenttisesti (C11-C13). Tutkittaessa yhdisteiden kykyä 
estää poly-ADP-riboosia sitoutumasta SFV-viruksen nsP3-makrodomeeniproteiiniin, 
vain yksi yhdiste esti sitoutumisen yli 50 % (C7). Viruksen makrodomeeniproteiinin 
ADP-riboosia sitovan alueen mutatoiminen ei vaikuta poly-ADP-riboosin 
sitoutumiseen, mutta sillä on vaikutusta viruksen replikaatioon (Park ja Griffin 2009).  
 
C7 yhdiste oli siis ainoa yhdiste, joka osoitti yli 50 % tehon kilpailevassa 
sitoutumiskokeessa SFV-viruksen nsP3-makrodomeeniproteiinilla. SFV-
antiviraalisuuskokeessa sen antiviraalinen vaikutus oli kuitenkin vähäistä ja CHIKV-
replikonikokeessa sillä ei ollut lainkaan vaikutusta. On kuitenkin huomioitava, että 
CHIKV-replikonikokeessa positiivisella kontrollilla (ribaviriini) ei ollut vaikutusta 
replikonin muodostumiseen, joten kokeen tulosten luotettavuudesta ei voida olla täysin 
varmoja. Vertaamalla kilpailevan sitoutumiskokeen tuloksia antiviraalisuuskokeen 
tuloksiin voidaan sanoa, että vaikka yhdiste estäisikin merkittävissä määrin poly-ADP-
riboosia sitoutumasta makrodomeeniproteiiniin, ei sillä välttämättä saada aikaan 
merkittävää antiviraalista vaikutusta. 
 
MDO1-makrodomeeninproteiinin kilpailevassa sitoutumiskokeessa yhdisteet T7, T15 ja 
C11-C13 estivät yli 50 %:sti poly-ADP-riboosia sitoutumasta MDO1-
makrodomeeniproteiiniin, mutta sekä SFV-antiviraalisuuskokeessa että CHIKV-
replikonikokeessa T7 ja T15 eivät vaikuttaneet viruksen kasvuun käytännössä lainkaan. 
Yhdisteillä C12 ja C13 antiviraalinen vaikutus jäi alle 50 %.  
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Virus tarvitsee kasvaakseen eläviä soluja. Verrattaessa yhdisteiden vaikutusta BHK-
solujen elinvoimaisuuteen ja yhdisteiden antiviraalisuutta, voitiin huomata, että yhdiste 
C21, jonka antiviraalinen vaikutus oli lähes 100 %, oli myös hyvin sytotoksinen. 
Voisikin olettaa, että voimakas antiviraalisuudeksi osoittautunut vaikutus olisi seurausta 
solujen kuolemasta. Tutkittaessa C21 yhdisteen sytotoksisuutta puolet pienemmällä 
pitoisuudella (10µM), sytotoksisuus laskee alle 10 % (kuva 15). Tällä pitoisuudella 
antiviraalinen vaikutus oli kuitenkin yli 60 % (kuva 17). Sytotoksisuus hieman vielä 
laski pitoisuudella 5 µM ja tälläkin pitoisuudella antiviraalinen vaikutus oli yli 50 %. 
Yhdisteellä on siis merkittävää antiviraalista vaikutusta myös pienemmillä 
pitoisuuksilla.  
 
Yhdiste C21 osoitti voimakasta vaikutusta sekä villityypin antiviraalisuuskokeessa että 
CHIKV-replikonikokeessa. Muita yhdisteitä, joilla oli molemmissa 
antiviraalisuuskokeissa yli tai lähes 50 % vaikutus olivat C8 ja C28. Muutamat 
yhdisteet, joilla oli SFV-antiviraalisuuskokeessa yli 50 % vaikutus, eivät tehonneet 
lainkaan CHIKV-replikonikokeessa. Tälläisiä yhdisteitä olivat C6 ja C19. Nämä 
yhdisteet estivät myös heikosti ADP-riboosia sitoutumasta SFV-viruksen nsP3-
makrodomeeni-proteiiniin. CHIKV-replikonisolulinjassa tuottuvat ainoastaan CHIKV-
viruksen replikaatioproteiinit. Rakenneproteiineja ei sensijaan tuotu toisin kuin 
villityypin SFV-kokeessa.  C6 ja C19 yhdisteiden antiviraalinen vaikutus saattaisikin 
johtua esimerkiksi jostakin rakenneproteiineihin vaikuttavasta mekanistamista.  
 
Voimakasta antiviraalista vaikutusta havaittiin villityypin SFV-kokeessa C8 ja C21 
yhdisteillä (yli 80 %). Nämä yhdisteet osoittivat tehoa myös kokeessa, jossa tutkittiin 
yhdisteiden vaikutusta estää virusta pääsemästä solun sisään. Viruksen pääsemistä 
soluun estivät myös tutkituista yhdisteistä C3, C6, C9, C28, C29. Näistä suurin vaikutus 
estää viruksen sisäänpääsy sollun oli yhdisteellä C28, jonka vaikutus oli jopa parempi 
kuin klorokiinin. Voidaankin siis päätellä, että näiden yhdisteiden antiviraalisen 
vaikutuksen johtuvan osittain soluun sisäänpääsyn estosta. Yhdisteellä C19 ei ollut 
tehoa tässä menetelmässä. Sen antiviraalinen vaikutus oli noin 63 % ja se esti noin 15 % 
poly-ADP-riboosia sitoutumasta SFV-makrodomeeni-proteiiniin. C19 yhdisteellä 
49 
 
 
suurimman osan antiviraalisesta vaikutusta saa aikaan siis jokin muu mekanismi kuin 
makrodomeeni-inhibiitio.  
 
Taulukko 2. Yhteenveto Tocris-yhdisteillä tehtyjen kokeiden tuloksista pitoisuudella 20 
µM.  
Yhdiste 
Kilpaileva 
sitoutumiskoe 
MDO1-proteiinilla, 
PAR:n 
sitoutumisen esto 
% 
Kilpaileva 
sitoutumiskoe 
SFV-proteiinilla, 
PAR:n 
sitoutumisen esto 
% sytotoksisuus % 
Antiviraalisuuskoe 
SFV-viruksella, 
inhibitio % 
Antiviraalisuuskoe 
CHIKV-
replikonilla, 
inhibitio % 
T1 2,1 ± 6,5 6,3 ± 9,0 72,7 ± 1,6 -28,2 ± 11,4 -41,5 ± 10,7 
T2 -0,9 ± 11,6 16,2 ± 7,9 87,2 ± 1,7 -19,9 ± 7,8 -28,5 ± 14,6 
T3 6,0 ± 11,6 24,5 ± 1,5 84,5 ± 4,3 -41,0 ± 10,6 -9,7 ± 13,6 
T4 16,9 ± 22,1 12,3 ± 9,8 86,4 ± 1,5 -13,9 ± 4,7 -18,1 ± 4,9 
T5 0,2 ± 6,5 9,6 ± 10,1 62,9 ± 0,1 -7,3 ± 6,0 -35,1 ± 14,4 
T6 -30,6 ± 50,3 17,3 ± 5,5 84,2 ± 1,3 -9,0 ± 3,3 -36,4 ± 19,6 
T7 96,2 ± 1,5 15,7 ± 27,1 88,1 ± 1,6 -0,8 ± 5,7 -12,7 ± 16,1 
T8 -0,5 ± 8,2 3,9 ± 3,6 19,0 ± 2,7 -1,1 ± 8,1 -17,9 ± 19,0 
T9 8,4 ± 6,7 19,3 ± 8,1 82,4 ± 3,7 -24,8 ± 3,3 -25,4 ± 9,9 
T10 10,3 ± 5,6 9,9 ± 15,4 87,7 ± 3,5 -11,3 ± 5,1 -44,3 ± 16,4 
T11 16,2 ± 6,0 14,8 ± 11,2 86,9 ± 5,1 -40,8 ± 4,3 -75,7 ± 19,7 
T12 6,7 ± 9,8 3,0 ± 19,3 105,5 ± 9,0 -20,9 ± 14,8 -37,9 ± 30,3 
T13 12,8 ± 1,2 1,4 ± 7,1 88,6 ± 2,3 -20,9 ± 7,8 -48,9 ± 21,1 
T14 11,6 ± 13,5 9,0 ± 9,3 75,1 ± 1,0 -46,2 ± 22,9 -51,8 ± 15,3 
T15 93,7 ± 14,2 27,4 ± 26,8 99,6 ± 2,4 -0,3 ± 7,6 -38,7 ± 8,8 
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Taulukko 3. Yhteenveto ChemBridge-yhdisteillä tehtyjen kokeiden tuloksista 
pitoisuudella 20 µM. 
Yhdiste 
Kilpaileva 
sitoutumiskoe 
MDO1-proteiinilla, 
PAR:n 
sitoutumisen esto 
% 
Kilpaileva 
sitoutumiskoe 
SFV-proteiinilla, 
PAR:n 
sitoutumisen esto 
% sytotoksisuus % 
Antiviraalisuuskoe 
SFV-viruksella, 
inhibitio % 
Antiviraalisuuskoe 
CHIKV-
replikonilla, 
inhibitio % 
Yhdisteen 
vaikutus estää 
viruksen pääsy 
soluun, inhibitio 
% 
C1 42,9 ± 8,9 -0,5 ± 15,5 71,6 ± 2,5 45,6 ± 9,2 31,2 ± 9,2     
C2 14,2 ± 1,8 -10,9 ± 25,8 80,5 ± 3,5 30,3 ± 17,3 4,5 ± 23,1     
C3 25,8 ± 4,5 -1,5 ± 3,6 73,1 ± 6,7 58,0 ± 3,1 -3,7 ± 17,0 29,4 ± 8,2 
C4 18,5 ± 7,3 19,9 ± 21,9 90,9 ± 5,7 26,1 ± 6,9 -14,6 ± 23,5     
C5 23,5 ± 9,6 -3,3 ± 17,6 104,6 ± 3,5 13,4 ± 11,8 -28,5 ± 21,4     
C6 31,5 ± 9,6 0,8 ± 15,1 92,4 ± 0,9 79,4 ± 6,6 -35,2 ± 20,6 15,8 ± 8,0 
C7 29,8 ± 2,7 68,1 ± 8,8 116,4 ± 4,4 14,0 ± 13,5 -17,3 ± 10,8     
C8 47,0 ± 6,6 -2,5 ± 9,0 97,0 ± 3,5 84,8 ± 1,9 45,3 ± 6,2 22,7 ± 9,9 
C9 28,6 ± 6,4 10,1 ± 14,2 100,0 ± 2,0 49,8 ± 5,4 18,5 ± 23,3 8,5 ± 15,1 
C10 11,1 ± 8,9 9,1 ± 5,9 77,1 ± 5,4 25,5 ± 13,5 32,5 ± 32,2     
C11 68,5 ± 5,4 22,1 ± 9,3 80,4 ± 5,1 48,9 ± 22,9 9,4 ± 14,4 -1,1 ± 9,2 
C12 67,6 ± 6,7 10,8 ± 1,2 97,2 ± 10,2 29,5 ± 11,8 -23,7 ± 15,6    
C13 68,9 ± 4,2 21,0 ± 4,0 115,4 ± 2,3 4,8 ± 11,0 -12,2 ± 15,5     
C14 6,7 ± 7,2 -6,0 ± 4,7 124,6 ± 1,9 30,7 ± 13,1 16,4 ± 33,8     
C15 13,8 ± 4,7 9,6 ± 11,9 125,0 ± 1,6 15,9 ± 8,6 -2,6 ± 7,8     
C16 0,4 ± 4,3 -1,9 ± 5,5 107,5 ± 3,1 42,5 ± 5,1 79,1 ± 1,0     
C17 7,6 ± 6,2 7,8 ± 1,7 77,4 ± 2,3 27,5 ± 6,3 -32,7 ± 17,1     
C18 -5,2 ± 10,2 27,6 ± 3,9 112,9 ± 5,5 43,2 ± 9,1 -46,0 ± 17,1     
C19 8,5 ± 5,2 15,5 ± 3,1 62,7 ± 21,2 62,1 ± 12,4 -41,1 ± 26,2 -28,2 ± 11,6 
C20 -12,0 ± 5,8 3,2 ± 2,9 114,5 ± 4,8 37,2 ± 22,8 -69,5 ± 7,5     
C21 3,3 ± 1,7 31,7 ± 2,6 2,7 ± 0,9 98,6 ± 0,4 96,8 ± 0,6 16,5 ± 7,4 
C22 -3,8 ± 11,1 11,3 ± 6,1 103,8 ± 2,2 15,8 ± 4,7 26,5 ± 7,0     
C23 -16,0 ± 12,9 8,9 ± 12,4 100,0 ± 3,4 19,6 ± 12,2 12,6 ± 4,2     
C24 -1,5 ± 4,0 13,5 ± 8,0 86,2 ± 2,2 25,1 ± 9,4 64,3 ± 5,0     
C25 -26,4 ± 13,8 -3,1 ± 12,1 107,3 ± 6,3 23,0 ± 8,6 -37,0 ± 7,6     
C26 -3,9 ± 17,1 16,6 ± 12,1 53,1 ± 19,5 40,7 ± 11,8 -9,6 ± 13,1     
C27 0,2 ± 5,1 11,2 ± 9,0 70,1 ± 7,9 33,9 ± 10,8 -21,7 ± 14,5     
C28 18,2 ± 10,1 5,8 ± 8,4 92,6 ± 3,1 76,1 ± 14,8 51,5 ± 4,8 67,0 ± 13,5 
C29 2,8 ± 19,1 10,5 ± 8,1 72,1 ± 2,3 70,2 ± 15,8 32,6 ± 7,6 35,2 ± 19,9 
C30 5,6 ± 14,1 3,2 ± 7,1 88,9 ± 6,9 31,1 ± 14,7 82,9 ± 3,6     
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8. YHTEENVETO 
 
Alfavirusten laaja levinneisyys ja niiden aiheuttamat epidemiat ovat lisänneet 
kiinnostusta niiden aiheuttamia sairauksia kohtaan. Alfavirusten aiheuttamiin tauteihin 
ei ole kuitenkaan onnistuttu kehittämään sopivia antiviraalisia yhdisteitä. Yksi 
mahdollinen vaikutuskohta on inhiboida viruksen makrodomeeniproteiinia. 
Makrodomeeniproteiini sijaitsee yhdessä viruksen tuottamista replikaatioproteiineista, 
nsP3-proteiinissa, jonka on osoitettu olevan tärkeä viruksen replikaatiolle (Park ja 
Griffin 2009).  
 
45 yhdisteen antiviraalisuusseulonnassa, jotka oli valittu 21 700 yhdisteen joukosta 
tietokonemallinnuksella, löydettiin seitsemän yhdistettä (C3, C6, C8, C19, C21, C28 ja 
C29), joilla antiviraalinen vaikutus oli yli 50 % SFV-antiviraalikokeessa. CHIKV-
replikonisolulinjassa yli 50 % vaikutus replikonin tuottoon oli viisi yhdisteellä (C16, 
C21, C24, C28 ja C30). Nämä 13 yhdistettä eivät kuitenkaan osoittaneet merkittävää 
aktiivisuutta makrodomeeni-inhibiittoreina, jota tutkittiin selvittämällä estävätkö 
yhdisteet poly-ADP-riboosin sitoutumisen makrodomeeniproteiiniin. Kilpailevassa 
sitoutumiskokeessa merkittävää aktiivisuutta osoitti SFV-makrodomeeniproteiinilla 
tutkittaessa vain yksi yhdiste (C7), mutta tämän yhdisteen antiviraalinen vaikutus ei 
ollut huomattavaa. MDO1-makrodomeeniproteiinilla tehdyssä kilpailevassa 
sitoutumiskokeessa yli 50 % aktiivisuutta osoitti viisi yhdistettä (T7, T15, C11, C12 ja 
C13). Näistä Tocris yhdisteillä ei ollut antiviraalista vaikutusta ja ChemBridgen 
yhdisteilläkin vaikutus jäi alle 50 %.  
 
Vaikka makrodomeeni-inhibiittio ei ollutkaan useimmissa tapauksissa antiviraalisen 
vaikutuksen aikaansaava mekanismi, tietokonemallinnus on hyvä lähtökohta valita 
yhdisteitä tämänkaltaisiin in vitro –antiviraalitutkimuksiin. Sen sijaan, että olisi tutkittu 
kaikki 21 700 yhdistettä, saattin määrä vähennettyä 45, josta löydettiin seitsemän 
potentiaalista yhdistettä, jotka osoittivat merkittävää antiviraalista vaikutusta. Näiden 
yhdisteiden käyttö viruksen soluun pääsyn estäjinä antaa aihetta jatkotutkimuksille. 
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LIITE 1 
Käytetyt kemikaalit, laitteet ja muu materiaali 
Kemikaalit Valmistaja 
Akryylamidi 30 %  Bio-Rad Laboratories Inc, USA 
Aktivoitu DNA Sigma, USA 
APS 10% (ammoniumpersulfaatti) Biotekniikan instituutti, Suomi 
Assay Buffer PerkinElmer, Suomi 
Biotinyloitu NAD
+
 Trevigen, USA 
BSA 100x BioLabs, Iso-Britannia 
CellTiter-Glo
®
 Luminescent Cell Viability Assay Promega, USA 
Coomassie Biotekniikan instituutti, Suomi 
DDT (diklooridifenyylitrikloorietaani) Promega, USA 
Destailing-liuos Biotekniikan instituutti, Suomi 
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) Biotekniikan instituutti, Suomi 
DMSO (dimetyylisulfoksidi) Merck, Saksa 
DNAasi I Sigma, USA 
DNA loading Fermentas, USA 
DNA plasmidi Biotekniikan instituutti, Suomi 
Enhancement Solution PerkinElmer, Suomi 
Eu-leimattu streptavidiini PerkinElmer, Suomi 
Fenoli-CHCL3-isoamyylialkoholi Sigma, USA 
FBS inakt. 45' +56°C Biotekniikan instituutti, Suomi 
7G(5´ppp(5´)G (CAP) 100 mM BioLabs, Iso-Britannia 
Glut.pest 100x Biotekniikan instituutti, Suomi 
Glyseroli Biotekniikan instituutti, Suomi 
HEPES-puskuri Biotekniikan instituutti, Suomi 
Imidatsolipuskuri 1M Biotekniikan instituutti, Suomi 
IPTG (isopropyyli-β-D-thiogalaktopyranosiidi) Biotekniikan instituutti, Suomi 
Klorokiini Sigma, USA 
LB-medium Biotekniikan instituutti, Suomi 
LB-amp-malja Biotekniikan instituutti, Suomi 
LSB (Laemmli Sample Buffer) 5x  Biotekniikan instituutti, Suomi 
Maitojauhe, rasvaton Valio, Suomi 
β-merkaptoetanoli Fluka BioChemika, Sveitsi 
Micro BCA Protein Assay Kit Pierce, USA 
MOPS 10 mM (1 mM NaCl) –puskuri Biotekniikan instituutti, Suomi 
MOPS 10 mM (150 mM NaCl) –puskuri Biotekniikan instituutti, Suomi 
NAD
+
 Sigma, USA 
NaCl Analyticals Carlo Erba, Italia 
Na2PO4 -puskuri 1M Biotekniikan instituutti, Suomi 
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NTP seos (20mM A-U-CTP, 10mM GTP) Biotekniikan instituutti, Suomi 
PARP-1 [Poly(ADP-ribose)Polymerase-1 
(bovine)] Alexis Biochemicals, USA 
PBS (Phosphate Buffered Saline) Biotekniikan instituutti, Suomi 
PMSF (fenyylimetyylisulfonyylifluoridi) Biotekniikan instituutti, Suomi 
Polymyksiini Sigma, USA 
Promega PCR kit Promega, USA 
Proteinaasi-K Roche, USA 
Puromysiini Sigma, USA 
Puskuri 4 BioLabs, Iso-Britannia 
Reaktioseospuskuri Biotekniikan instituutti, Suomi 
RNA ladder Fermentas, USA 
RNASin (40 U/µl) Promega, USA 
SDS (natriumdodekyylisulfaatti) Biotekniikan instituutti, Suomi 
SP6 polymeraasi (17 U/µl) Fermentas, USA 
SP6 puskuri 5x Fermentas, USA 
spe I- entsyymi BioLabs, Iso-Britannia 
TPB (bacto tryptose phosphate broth) Biotekniikan instituutti, Suomi 
Temed Fluka BioChemika, Sveitsi 
Tris 3M, pH 7,4 Biotekniikan instituutti, Suomi 
Tris-HCl-puskuri 10 mM pH 9 Biotekniikan instituutti, Suomi 
Tris-HCl-puskuri 3 M pH 8,8 Biotekniikan instituutti, Suomi 
Trypsin-EDTA Biotekniikan instituutti, Suomi 
Tween 20 Sigma, USA 
Vesi Milli-Q, Suomi 
Wash Concentrate PerkinElmer, Suomi 
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Laitteet ja muu välineistö Valmistaja Malli/Tyyppi 
Delfia 96-kuoppalevy, keltainen PerkinElmer, Suomi   
Elektroforeesi-laite Bio-Rad Laboratories Inc, USA Power pac 300 
Elektroforeesi-laite Pharmacia Fine Chemicals, Ruotsi ECPS 3000/150 
Elektroporaatiolaite Bio-Rad Laboratories Inc, USA Gene pulser II 
French Press Thermo Electron Corporation, USA  FA 032 
HiTrap-kolonni Amersham Biosciences, Ruotsi   
Inkubaattori RS Biotech, Iso-Britannia   
Isoplate 96-kuoppalevy TC, valkoinen PerkinElmer, Suomi   
Levylukija Wallac Victor PerkinElmer, Suomi 1420 
Lämpöblokki Techne Inc, Iso-Britannia DB-3D 
Materflex console drive, kolonnipumppu 
Cole-Palmer instrument company, 
USA 7520-67 
PD-10-kolonni Amersham Biosciences, Ruotsi   
PS Microplatte 96-kuoppalevy Greiner labortechnik, Saksa   
Ravistelija Wallac
 
Plateshake PerkinElmer, Suomi 1296-003 
Ravistelija  Heidolph, Saksa unimax 1010 
Ravistelija, lämpökaappi Stuart, USA 
Orbital incubator 
S150 
Sealing Tape, Clear Polyolefin Thermo Scientific, Nunc, USA 232701 
Sentrifuugi Sorvall, USA  RC5B PLUS 
Sentrifuugi Eppendorf , Saksa 5412D 
Sentrifuugi Eppendorf , Saksa 5810R 
Thermovac -vakuumi MicroCal, USA   
UV-spektrometri Unicam, Iso-Britannia UV500  
Varioskan levylukija Thermo Electron Corporation, Suomi   
Vedenpuhdistaja Milli-Q PLUS Millipore, USA Milli-Q PLUS 
VP-ITC isotermaalinen titraatio 
kalorimetri 
MicroCal, USA 
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LIITE 2 
Makrodomeeniproteiinin tuotto, puhdistus ja analysointi 
 
Tarvittavat puskurit 
Lyysauspuskuri 
20 mM Na2PO4, pH 8,0  
150 mM NaCl 
Tasapainotuspuskuri 
20 mM Na2PO4, pH 8,0 
0,5 M NaCl  
Pesupuskuri 
20 mM Na2PO4, pH 8,0 
0,5 M NaCl 
20, 40, 100 mM Imidatsolia 
Eluointipuskuri 
20 mM Na2PO4, pH 8,0 
0,5 M NaCl 
500 mM Imidatsolia 
Proteiinin säilytyspuskuri 
25 mM Hepes, pH 8,0 
250 mM NaCl 
20% glyserolia 
 
1. E. coli -bakteeria levitetään amp-maljalle siirrostuskolmion avulla ja kasvatetaan 
+37 °C:ssa yön yli. 
------- 
2. LB-medium kaadetaan 2 litran erlenmeyeriin ja lisätään siihen amp-kantaliuosta 
pitoisuuteen 100µg/ml.  
3. E.coli -bakteeria kasvatetaan ravistelijassa +37 °C:ssa (kierronopeus noin 100 
rpm), kunnes bakteeri on kasvanut riittävästi. Pitoisuus mitataan spektrometrilla 
aallonpituudella 600 nm. Pitoisuus on riittävä, kun absorbanssi on 0,6-0,8. 
Tähän menee 2-4 tuntia.  
4. Bakteerisuspensio viedään +15 °C:ssa olevaan ravistelijaan 15-30 minuutiksi, 
ravistelijan kierronopeus 150 rmp.  
5. Bakteerisuspensioon lisätään IPTG:tä pitoisuuteen 180µM ja ravistelijan nopeus 
nostetaan 220 rpm. Bakteeria kasvatetaan noin 16 tuntia (15-18h). 
------- 
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Seuraavissa työvaiheissa jokaisesta vaiheesta otetaan noin 20µl näyte SDS-
PAGE-analyysiä varten. 
 
6. Kasvatuksen jälkeen bakteerisuspensio otetaan jäille ja sentrifugoidaan +4 
°C:ssa 10 minuuttia kierrosnopeudella 500 rpm (SLA-1500 rotor). 
Solususpensio pidetään jäillä kokoajan. 
7. Sentrifugoinnin jälkeen solut suspensoidaan kahdesti 4 ml:lla lyysauspuskuria.  
8. Suspensioon lisätään PMSF:ää pitoisuuteen 0,5mM, NaCl pitoisuuteen 0,5M ja 
10 µl DNAseI:a (10 mg/ml). 
9. Solut hajoitetaan vähintään kahdesti French Press –laitteella 10000 psi:n 
paineessa.  
10. Hajoitettu solususpensio sentrifugoidaan +4 °C:ssa 30 minuuttia 
kierrosnopeudella 13000 rpm.  
11. Supernatantti otetaan talteen. Jos tätä ei saman päivän aikana puhdista, lisätään 
supernatanttiin 20% tilavuudesta glyserolia ja pakastetaan -70 °C:ssa. 
 
Proteiininliuoksen puhdistus 
12. HiTrap-kolonni valmistellaan valmistajan ohjeiden mukaisesti.  
13. Kolonniin lisätään aiemmin tuotettu supernatantti (sis. proteiinin).  
14. Kolonni pestään seuraavilla imidatsolipuskureilla: 
1. 20 mM 20-25 ml 
2. 40 mM 15-20 ml 
3. 100mM 2-2,5 ml 
15. Proteiini eluoidaan kolonnista 500 mM imidatsolipuskurilla (3-5 2 ml fraktiota). 
Huom! proteiini eluoituu usein jo 100mM imidatsolipuskuria käytettäessä, joten  
myös se otetaan talteen.  
------- 
SDS-PAGE-analyysi 
16. Valmistetaan analyysiä vasten geeli: 
1. Valmista resolving-geeli: 
- 30 % Akryylamidi 4 ml 
- 3 M Tris-HCl pH 8,8  1,25 ml 
- 20 % SDS  50 µl 
- Temed  5 µl 
- 10 % APS  50 µl 
- vesi   4,65 ml 
pipetoidaan liuos lasilevyjen väliin ja annetaan jähmettyä noin tunti. 
Pipetoidaan hieman vettä geelin päälle, jotta se ei kuivu jähmettymisen 
aikana.   
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2. Valmista stack-geeli: 
- 30 % Acrylamide  1,3 ml 
- 3 M Tris-HCl pH 6,8  0,433 ml 
- 20 % SDS  50 µl 
- Temed  10 µl 
- 10 % APS  50 µl 
- vesi   8,217 ml 
Poistetaan vesi resolving-geelin päältä ja pipetoidaan stack-geeliä 
jähmettyneen resolving-geelin päälle. Asetetaan kampa lasin reunaan ja 
annetaan geelin jähmettyä noin tunti.  
Huom! Geelejä voi valmistaa useamman kerralla. Neljän geelin 
valmistukseen tarvitaan 2-kertainen määrä resolving-geeliä ja 1,5-
kertainen määrä stack-geeliä.  
17. Valmista näytteet:  
1. Lisätään 5-kertaiseen LSB:hen (Laemmli Sample Buffer) 2-2,5% β-
merkaptoetanolia.  
2. Lisätään jokaiseen näytteeseen 1/5 LSB- β-merkaptoetanolia- liuosta (LSB 
laimenee 1-kertaiseksi). Esim. 8 µl näytettä ja 2 µl LSB- β-
merkaptoetanolia- liuosta. 
3. Kiehautetaan näytteitä 2 minuuttia. 
4. Injektoidaan neulalla näytteet ja markkeri lasien välissä olevalle geelille 
(ajokanaviin).  
5. Asetetaan lasi telineessä kammioon ja kaadetaan running-puskuria kunnes 
se peittää geelin.  
6. Ajo aloitetaan 60 V:lla. Kun näyteet ovat saavuttaneet geelien rajapinnan, 
tehon voi nostaa 120 V tai 160 V ja ajoa jatketaan, kunnes näytteet 
saavuttavat resolving-geelin alareunan.  
----- 
7. Geeli irrotetaan varovasti lasien välistä ja puhdistetaan vedellä.  
8. Lisätään geelille coomassie-värjäysainetta sen verran, että geeli peittyy. 
9. Annetaan geelin värjäytyä ravistelijassa noin 20 minuttia.  
10. Ylimääräinen coomassie positetaan destailing-liuoksella (45:15:40 
MeOH:Ac:H2O)  ravistelijassa kunnes väri on vaalentunut (noin 20 
minuuttia).  
11. Jatkotarkastelua varten geelistä otetaan kuva skannerilla.  
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LIITE 3 
Kilpailevan sitoutumiskokeen suoritus 
 
Biotinyloidun poly-ADP-riboosin valmistus 
Tarvittavat materiaalit: 
- TBS-T:  10mM Tris, pH 7,4 
 150mM NaCl 
 0,05% Tween 
- Reaktioseospuskuri (RSP): 25mM Tris, pH 8,0 
         10mM MgCl2 
         100mM NaCl 
         0,5mM DDT 
- PARP-1 (poly(ADP-riboosi)-polymeraasi-1 (bovine)) 
- Aktivoitu DNA 
- NAD+ 
- Biotinyloitu NAD+ 
- DNAasi I 
- Proteinaasi K 
- Fenoli-CHCL3-isoamyylialkoholi 
 
1. Lisätään reaktioseospuskuriin (RSP) (johon liuotettu 250 ng  aktivoitua DNA:ta)  
DDT:tä pitoisuuteen 0,5mM juuri ennen käyttöä.  
2. Tehdään 100 µl seos, jossa on biotinyloitua NAD+:a ja NAD+:a suhteessa 1:2 
yhteensä 150 mM (=50 mM ja 100 mM) sekä 500 ng PARP-1:stä 
 lisätään NAD+:a RSP:n, että pitoisuudeksi tulee 100 µM 
 otetaan NAD+:n ja RSP:n seosta ja lisätään biotinyloitua  NAD+:a siten, että 
pitoisuudeksi tulee 50 µM. 
 Lisätään 500 ng PARP-1:stä 
3. inkuboidaan seosta 1 h +25 °C lämpöblokilla 
 
Puhdistetaan valmistettu biotinyloitu poly-ADP-riboosi 
4. Lisätään seokseen 1U DNAasi I:stä ja inkuboidaan 10 minuuttia +37 ºC 
lämpöblokilla.  
5. Lisätään seokseen 50U proteinaasi K:ta ja inkuboidaan 30 minuuttia +37 ºC 
lämpöblokilla. 
6. Lisätään TBS-T –puskuriin 0,05% Tween 20:a 
7. Uutetaan seosta fenoli-kloroformilla kahdesti uuttosuhteessa 1:1.  
8. Erotetaan vesifaasi pipetoimalla ja liuotetaan se 1 ml:aan TBS-T –puskuriin.  
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9. Jaetaan tuotettu poly-ADP-riboosi sopiviin eriin ja pakastetaan -70 ºC.  
 
Kilpailevaan sitoutumiseen perustuvan kokeen suoritus 
1. Sulatetaan proteiini jäillä ja laimennetaan pitoisuuteen 0,1µg/µl Tris-HCl –
puskurilla pH 9  
2. Pipetoidaan keltaiselle Delfia® 96-kuoppalevylle 50 µl/kuoppa laimennettua 
proteiiniliuosta (=50µg/kuoppa).  
3. Suljetaan kuoppalevy teipillä, peitetään folioon ja proteiinin annetaan kiinittyä 
kuoppien pohjaan huoneenlämmössä yön yli. 
----- 
 
4. Pipetoidaan 100 µl 1% maitojauhe-PBS-liuosta, joka estää epäspesifisen 
sitoutumisen kuoppalevylle.  
5. Suljetaan kuoppalevy teipillä ja levyä inkuboidaan huoneenlämmössä vähintään 1 h. 
6. Valmistetaan näytteet ja taustaa varten liuokset 
 Sulatetaan biotinyloitu poly-ADP-riboosi jäillä ja laimennetaan suhteessa 1:50 
10 mM MOPS (150 mM NaCl) –puskurilla pH 7 ja pipetoidaan tätä 300 
µl/kuoppa syvään kuoppalevyyn.  
 Lisätään laimennettuun biotinyloituun poly-ADP-riboosiin DMSO:n liotettua 
näytettä siten, että DMSO:n pitoisuudeksi tulee 1 % (=3µl) 
 Maksimia ja taustaa varten valmistetaan liuokset, jossa on laimennettua 
biotinyloitua poly-ADP-riboosia ja 1 % DMSO:a sekä pelkkää 10 mM MOPS 
(150 mM NaCl) –puskuria pH 7 ja 1 % DMSO:a 
7. Kuopat pestään kahdesti 200 µl PBS-liuoksella.  
8. Pipetoidaan kolme rinnakkaista näytettä kuoppalevylle, suljetaan teipillä, peitetään 
foliolla ja inkuboidaan ravistelussa 1 tunti huoneenlämmössä. 
9. Pestään sitoutumaton biotinyloitu poly-ADP-riboosi ja yhdiste kolmesti 200 µl 10 
mM MOPS (1 mM NaCl) –puskurilla pH 7. 
10. Lainennetaan europium-leimattu streptavidiini pitoisuuteen 40 ng/ml Delfia® Assay 
–puskurilla ja pipetoidaan sitä 100 µl/kuoppa.  
11. Kuoppalevy suljetaan teipillä, peitetään foliolla ja inkuboidaan ravistelussa 30 
minuuttia huoneenlämmössä. 
12. Pestään sitoutumaton straptevidiini neljästi 200 µl Delfia® Wash -puskurilla, joka on 
laimennettu 25-kertaisesta konsentraatista.  
13. Annetaan levyn kuivua huoneenlämmössä 
14. Pipetoidaan kuoppalevylle 200 µl/kuoppa Delfia® Enhancemet Solution –liuosta ja 
inkuboidaan ravistelussa huoneenlämmössä viisi minuuttia. 
15. Mitataan levyltä aikaeroitteinen fluresenssi 615 nm Viktor- levylukijalla.  
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LIITE 4 
BKH-solulinjan kasvatus ja ylläpito 
 
Tarvittavat materiaalit:  
- BHK-medium: DMEM    450ml 
           FCS inakt. 45´+56°C   40 ml 
          TPB (bacto tryptose phosphate broth) 10ml  
          100x glut.pest.    5ml 
- Trypsin-EDTA 
- PBS 
 
1. Poistetaan BHK-soluilta vanha medium. 
2. Pestään solut 10 ml PBS:llä. 
3. Irrotetaan solut 2 ml Trypsin-EDTA:lla ja inkuboi soluja noin 5 minuuttia. 
4. Lisätään solususpensioon 10 ml BHK-mediumia. 
5. Lisätään uuteen kasvatuspulloon 10 ml BHK-mediumia ja lisätään siihen 
solusupensiota: 
- seuraava jako 2 päivän päästä: 1/5 
- seuraava jako 4 päivän päästä: 1/20 
- seuraava jako 5 päivän päästä: 1/40 
6. Kasvatetaan soluja +37°C, 5% CO2, 95% kosteus, seuraavaan jakokertaan saakka.  
 
CHIKV-replikoni solut jaetaan vastaavalla tavalla, mutta BHK-mediumiin on lisätty 
puromysiiniä pitoisuuteen 5µg/ml.  
 
Sytotoksisuuskokeessa kuoppalevylle pipetoidaan 100 µl/kuoppa solususpensiota siten, 
että 2,5 ml solususpeniota (kohta 4.) on laimennettu 10 ml BHK-mediumilla.  
 
Antiviraalisuuskokeissa kuoppalevylle pipetoidaan 100 µl/kuoppa solususpensiota siten, 
että 4 ml soluluspensiota (kohta 4.) on laimennettu 7 ml BHK-mediumia. 
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LIITE 5 
Mutatoidun Semliki forest viruksen tuottaminen 
 
DNA:n linearisonti 
1. Valmistetaan seos jossa on: 
- DNA plasmidi  10 µg 
- puskuri 4  10 µl 
- 100x BSA  1µl 
- spe I- entsyymi 30 yksikköä 
- vettä  55µl 
2. Inkuboidaan seosta 90 min-2h +37 °C:ssa lämpöblokilla. 
 
DNA:n puhdistus (Promega PCR kit) 
3. Lisätään inkuboituun seokseen 100 µl Membrane binding –puskuria ja siirretään 
seos minikolonniin.  
4. Inkuboidaan huoneenlämmössä 1 minuutti.  
5. Sentrifugoidaan seosta 1 minuutti kierrosnopeudella 16000 g. 
6. Kolonnista läpitullut neste kaadetaan pois.  
7. Lisätään 700 µl Membrane Wash –liuosta (johon on listätty etanoli!). 
8. Sentrifugoidaan 1 minuutti kierrosnopeudella 16000 g. 
9. Pestään kolonni 500 µl Membrane Wash –liuoksella ja sentrifugoidaan 5 minuutti 
kierrosnopeudella 16000 g.  
10. Sentrifugoidaan vielä 1 minuutti ilman kantta, jotta kaikki etanoli haihtuisi. 
11. Eluoidaan DNA 50 µl Nuclease-free vedellä puhtaaseen putkeen, inkuboidaan 
huoneenlämmössä 1 minuutti ja sentrifugoidaan 1 minuutti kierrosnopeudella 16000 
g.  
 
DNA:n in vitro transkriptio 
12. Valmistetaan seos, jossa on: 
- NTP seos (20mM A-U-CTP, 10mM GTP) 2,5 µl 
- 100 mM DTT   2,5 µl 
- 100 mM 7G(5´ppp(5´)G (CAP)   5 µl 
- 5x SP6 puskuri   10 µl 
- DNA (~0,2µg/µl)   7,5 µl 
- RNASin (40 U/µl)   2 µl 
- SP6 polymeraasi (17 U/µl)  3 µl 
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- vettä    17,5 µl 
13. Inkuboidaan seosta 90 minuuttia +37 °C:ssa lämpöblokilla. 
14. Pakastetaan seos -70 °C:ssa. 
 
DNA:n ja RNA:n analysointi 
15. Otetaan 3 µl näytteet linearisoidusta DNA:sta, puhdistetusta DNA:sta ja in vitro 
transkriptoidusta RNA:sta. 
16. Lisätään näytteisiin 0,5 µl DNA loading –liuosta. 
17. Pipetoidaan näytteet ja RNA ladder agaroosigeelille, joka on asetettu ajolaitteeseen. 
18. Ajetaan näytteitä 80 V:lla, kunnes näytteet on lähellä geelin reunaa.  
19. Otetaan geelistä kuva UV-valossa.  
 
RNA:n elektropointi BHK-soluihin 
20. Kaadetaan vanha medium BHK-soluilta ja pestään 10 ml PBS:llä.  
21. Irrotetaan solut 2 ml Trypsin-EDTA:lla ja inkuboidaan noin 5 minuuttia +37 °C:ssa.  
22. Lisätään solususpensioon 10 ml BHK-mediumia ja siirretään suspensio Falcon 
pulloon.  
23. Sentrifugoidaan suspensiota 5 minuuttia kierrosnopeudella 1200 rpm.  
24. Kaadetaan Falcon pullosta BHK-medium pois ja pestään solut 10 ml PBS:llä.  
25. Sentrifugoidaan uudelleen 5 minuuttia kierrosnopeudella 1200 rpm.  
26. Suspensoidaan solut 800 µl PBS:ään ja siirretään elektroporaatiokyvettiin.  
27. Lisätään tuotettu RNA juuri ennen elektroporaatiota.  
28. Elekroporoidaan soluja kahdesti 850V/25µF. 
29. Siirretään solusupensio 10 ml BHK-mediumiin maljalle ja inkuboidaan 48 h + 28 
°C:ssa. 
 
Viruksen keräys 
30. Siirretään maljalta medium Falcon pulloon ja sentrifugoidaan 5 minuuttia 
kierrosnopeudella 1200 rpm.  
31. Siirretään uuteen nesteosa Falcon pulloon ja lisätään siihen 20 % glyserolia.  
Jaetaan virusstokki 200 µl eriin ja pakastetaan -70 °C:ssa. 
 
 
 
 
